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ABLIM Aktin filamentekhez kötődő LIM (egy cinkujjas doménnel 
rendelkező) citoszkeletális fehérje 
ADAMDEC ADAM-szerű (szecernált metalloproteinázok családjába tartozó) 
decysin fehérje 
AKAP A-kinázt (pl. a PKA kinázt) horgonyzó fehérje 
AKT Szerinre és treoninra specifikus fehérjekinázok családja 
ALG Az UDP-N-acetilglukózamin transzferáz egyes alegységei 
ALIX Az ALG2 fehérje interakciós partnere, más néven 
programozott sejthalál 6 fehérét kötő fehérje (PDCD6IP) 
ANOVA Varianciaanalízis 
AP3B2 Az AP3 (egy clathrin adapter fehérje) egyik alegysége 
APITD1 Apoptózis indukáló, TAF9 (RNS-polimeráz-szerű) doménnel 
rendelkező fehérje, mely a centomer komplex tagja, más néven 
Centromer-S 
BAG4 A BCL2 antiapoptotikus fehérjéhez kötődő athanatogén 
(apoptózist gátló) fehérje 
BCL B-sejtes limfóma által kódolt fehérjék családja (pl. az 
antiapoptotikus BCL2 és BCL3) 
BCL2A1 A BCL2 fehérje A1 interakciós partnere 
BCR B-sejt receptor 
BIRC Baculovirális IAP (apoptózist gátló) ismétlődést tartalmazó 
fehérjék családja 
BLNK B-sejteket összekötő fehérje, egy BCR jelátvitelben szerepet 
játszó adaptor fehérje 
BOLA3 Egy az Escerichia coli BolA DNS-kötő fehérjéjéhez hasonlító 
emberi fehérje 
cAMP ciklikus adenozin-monofoszfát 
CASK Kalcium/calmodulin-függő szerin fehérjekináz, mely a 




CASP Az apoptózis folyamatában fontos szerepet játszó kaszpázok 
családja (pl. CASP3, CASP8) 
CCDC Szuperhélix ("coiled coil") domént tartalmazó fehérjék 
CCL Egy CC (két szomszédos cisztein) motívumot tartalmazó 
kemokin ligand (pl. CCL2) 
CCRF-CEM A Gyermekrák Kutatási Alapítvány (Children's Cancer 
Research Foundation) által a CEM monogrammú páciensből 
nyert akut limfoblasztos leukémia sejtvonal 
CD Sejtfelszíni antigének (Cluster of Differentiation, pl. CD9) 
CEBPB A CCAAT enhancer DNS szekvenciához kötődő béta fehérje 
CFLAR A kaszpáz 8 és a FADD fehérjék regulátora 
CHI3L Kitináz 3-szerű fehérje 
CHRNA Nikotinerg acetilkolin receptor 
CHST2 Szénhidrát szulfotranszferáz 
CHUK Konzervált hélix-hurok-hélix szerkezettel rendelkező ubiquitin 
kináz, az IκB kináz komplex része 
CIITA Az MHC II molekulák transzaktivátora 
CIL A ciliumban elhelyezkedő fehérjék (pl. CIL-7) 
CLEC2B A C-típusú lektin domént tartalmazó fehérjék családjának 2B 
tagja 
CNR Kannabinoid receptor (pl. CNR2) 
CPLX A szinaptikus vezikulák exocitózisában szerepet játszó 
complexin fehérjék 
CREB A cAMP reszponzív elemhez kötődő fehérjék 
CTSS A lizoszomális cisztein proteáz cathepsin S 
CXCL Egy CXC (két közeli cisztein) motívumot tartalmazó kemokin 
ligand (pl. CXCL2) 
CYP A citokróm P450 komplex tagjai (pl. CYP1A1) 
DAPI 4',6-diamidino-2-fenilindol, fluoreszcens festék 
DAB2IP A Disabled homolog 2 fehérjéhez kötődő kis G fehérje 









DYNLL1 Dynein könnyű lánc 
EGR Korai növekedési válasz fehérje 
ELISA Enzimkötött immunoszorbens teszt 
EML A tüskésbőrűek mikrotubulusához kapcsolódó fehérjékre 
hasonlító fehérje 
ENO Enoláz 
ERBB Az epidermális növekedési faktor tirozinkináz receptorai (pl. 
ERBB4) 
ERK Extracelluláris jelek által vezérelt kinázok 
ESCRT A transzporthoz szükséges endoszómális osztályozó 
komplexek 
ETS Az E26 vírussal történő transzformációra specifikus 
transzkripciós faktorok 
EV Extracelluláris vezikula 
Evi Evenness interrupted 
FAS Az apoptózis folymatában fontos, a magzati alkohol szindróma 
kapcsán megismert receptor 
FCAR Fcα receptor, az IgA osztályú immunglobulinok receptora. 
FDR Téves felfedezési ráta (False Detection Rate) 
FGF Fibroblaszt növekedési faktor 
FGFR Fibroblaszt növekedési faktor receptor 
FJX Négyízű (four-jointed) morfogén 
FOS A Finkel-Biskis-Jinkins oszteoszarkóma vírus által kódolt 
onkogén emberi megfelelője. 
GAMT Guanidinoacetát-N-metiltranszferáz 
Gex Génexpressziós ráta 




GHRL Ghrelin és obestatin prepropeptid 
GO Gén ontológia 
GOLPH3L A Golgi foszfoprotein 3-ra hasonlító fehérje 
GPI Glikofoszfatidilinoztiol 
GPR GPR68 és GPR 84 
GSEA Génhalmazok dúsulásának vizsgálata (Gene Set Enrichment 
Analysis) 
GSEA-EM A GSEA módszer eredményének grafikus ábrázolására 
szolgáló dúsulási térkép (Enrichment Map) 
GTP Guanozin-monofoszfát 
HBEGF Heparinhoz kötődő, EGF-szerű növekedési faktor 
HDDC A foszfohidrolázokra jellemző HD domént tartalmazó fehérje 
HIF1α Hipoxia által indukált faktor 
HILS A spermatidákra jellemző linker hiszton 
HIVEP A humán immundeficiencia vírus enhancer régiójához kötődő 
transzkripciós faktor 
HLA Humán leukocita antigén (pl. HLA-DPA1 és HLA-DPB2) 
HPRT Hypoxantin-guanin foszforiboziltranszferáz 
ICAM Intercelluláris adhéziós molekula 
IFIH Interferon által indukált, helikáz C domént tartalmazó fehérje 
IFN Interferon 
IFT Intraflagelláris transzport fehérje 
IGLL Immunglobulin lambda-szerű polipeptid 
IKBKB Az NFκB inhibitor kinázának béta alegysége 
IKBKG Az NFκB inhibitor kinázának gamma alegysége, más néven 
esszenciális regulátor vagy NEMO kináz 
IL Interleukin (pl. Interleukin 2) 
IL17RA Interleukin 17 receptor A 
IL4I1 Interleukin 4 által indukált fehérje 
ITCH Egy E3 ubikvitin ligáz aktivitással rendelkező homológja a 
Drosophila Itchy fehérjének 




JUN A madár szarkóma vírus 17 tranaszformáló genjével homológ 
gén által kódolt fehérje, transzkripciós faktor alegység 
JUNB A JUN-B transzkripciós faktort kódoló gén 
KCNAB1 Feszültségkapuzott káliumcsatorna béta 1 alegysége 
KEGG Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes 
KLF Kruppel-szerű faktor 
L3MBTL Letális-3-malignus agydaganatból izolált fehérjéhez hasonló 
LMP1 Az Eppstein-Barr vírus látens membránfehérjéje 
LTA Limfotoxin A 
LYSMD LysM (lizin motívum) domént tartalmazó fehérje 
MAPK Mitogén-aktivált fehérjekináz 
MDP Magnéziumfüggő foszfatáz 
METTL Metiltranszferáz-szerű 
MFAP Mikrofibrillumokhoz kapcsolódó fehérje 
MFSD Major Facilitátor (Major Facilitator) szupercsalád domént 
tartalmazó fehérje 
MHC Major Hisztokompatibilitási Komplex 
miRNS Mikro-RNS 
MLKL Kevert sejtvonal kináz domén-szerű fehérje 
MMP Mátrix metalloproteináz 
MNAT1 A ciklin-függő kináz összeállításáért felelős faktor, más néven 
MAT (menage a trois) génje 
mRNS Hírvivő (messenger) RNS 
MSigDB Molekuláris mintázatok adatbázisa 
MT1B Metallothionein 1B 
MV Mikrovezikula 
MYC A myelomacytosis Virális onkogénhez hasonló fehérje 
MYCBP A myc protoonkogénhez kötődő fehérje 
MYO3B Myosin IIIa fehérje 
NEIL1 Endonukleáz VIII-szerű fehérje 
NetID Hálózati azonosító 




NFKB Nukleáris faktor κ B (NFκB) 
NFKBI Az NFκB transzkripciós faktor inhibitora 
NKAPP NFκB aktiváló fehérje pszeudogénje 
NKX NK2 homeobox fehérje, más néven thyroid transzkripciós 
faktor 
NLRP NACHT (apopotózist gátló), LRR (Leucingazdag ismétlődés) 
és PYD (pyrin) doméneket tartalmazó fehérjét (NALP) kódoló 
gén; a NALP3 közismert neve cryopiron, mely az 
inflammaszóma része 
NOD Nukleotid-kötő oligomerizációs domént tartalmazó fehérje 
NPC1 A C1 típusú Niemann-pick betegségben szerepet játszó fehérje 
NPM Nucleophosmin 
NR2F2 Magi receptort kötő faktor 
NSFL N-etil-maleimid erzékeny faktorhoz hasonló fehérje 
OMV Bakteriális külső membrán vezikula (Outer Membrane Vesicle) 
P2X X típusú purinerg receptor 
P2Y Y típusú purinerg receptor 
PAK A p21 által aktivált kináz 
PANTHER Fehérje analízis evolúciós kapcsolatok segítségével 
PCR Polimeráz láncreakció 
PCSK Subtilisin/kexin típusú proprotein konvertáz 
PDB Fehérje adatbank 
PGAM Mitokondriális szerint/treonin fehérje foszfatáz 
PHB Prohibitin 
PLA Foszfolipáz A 
POLD A DNS polimeráz delta alegysége 
PPP1R Fehérje foszfatázt gátló alegységek 
PTGER Prosztaglandin E receptor 
PTX3 Pentraxin-szerű fehéje 
PYROXD2 Piridin nukleotid diszulfid oxidoreduktáz 
qRT-PCR Valósidejű, kvantitatív polimeráz láncreakció 




Ral Rashoz hasonló fehérje 
Ras Patkány szarkóma vírusból nyert fehérjéhez hasonlító kis G 
fehérja 
RBKS Ribokináz 
RBM RNS motívumhoz kötődő fehérje 
RBMS RNS motívumhoz kötődő, az egyszálú lánccal inerakcióba lépő 
fehérje 
RDM RAD52 (a DNS kettős lánctörés hibajavításában résztvevő 
egyik enzimre jellemző) motívumot tartalmazó fehérje 
RELB Reticuloendotheliosis onkogén B, az NFκB transzkripciós 
faktor komplex része 
REPS2 Ral-kötő fehérjéhez kapcsolódó, Eps (epidermális növekedési 
faktor receptor szubsztrát) domént tartalmazó fehérje 
RGS1 G fehérjék jelátvitelét szabályozó fehérje 
RIPK1 Receptorral kölcsönhatásba lépő szerin/treonin kináz 
RNS Ribonukleinsav 
RPMI Roswell Park Memorial Institute 
RPS26 Riboszómális S26 fehérje 
RUVBL A Borrelia burgdorferi azon génjéhez hasonló gén, amely az 
Escherichia coli baktériumot érzékennyé teszi UV fényre és 
mitomycinre 
S1PR Sfingozin-1-foszfát receptor 
SCD Sztearoil-konenzim A deszaturáz 
SCG Szekretogranin 
SGK Szérum és glukokortikoid által szabályozot szerin/treonin kináz 
SLAMF A SLAM (Signalling Lymphocyte Activating Molecule) 
fehérjecsalád tagja 
SLC40A1 Oldott anyagokat szállító membránfehérjék (solute carrier) 
családjába tartozó fehérje, más néve ferroportin 
SMPD Szfingomielin foszfodiészteráz 





STAT Jelátvivő és Transzkripció aktiváló (Signal Transducer and 
Activator of Transcription) 
STX Syntaxin 
SWT Szintetikusan letális a TREX (a DNS 3' vége felől haladó 
exonukleáz) feherjével 
SYT Synaptotagmin 
TAB TGF BETA által aktivált kináz és a MAPK komplexhez kötődő 
fehérje 
TBXAS Thromboxán A szintetáz 
TCR T-sejt receptor 
THG1L Hisztidil-tRNS guanililtranszferáz 
TMEM54 Az 54-es számú transzmembrán fehérje, másnéven béta kazein-
szerű fehérje 
TNF Tumor nekrózis faktor 
TNFAIP A TNF által indukált fehérje 
TNFRSF1A TNF receptor szupercsalád 1A tagja, másnéven TNF receptor 1 
TNFRSF1B TNF receptor szupercsalád 1B tagja, másnéven TNF receptor 2 
TOR Torsin feherjecsalád 
TRADD A TNF receptor 1-es típusához kötődő, haláldomént tartalmazó 
fehérje 
TRAF A TNF receptorhoz kötődő faktor 
TRRUST Transzkripciós szabályozási kapcsolatok, melyekre a 
mondatalapú szövegbányászat hívta fel a figyelmet 
TSG101 Daganatra hajlamosító gén 101 
T-SNARE Oldott állapotú N-metilmaleimid kötödéséért felelős fehérje 
receptor célpontja 
UBE2D4 Az E2D4 jelű ubikvitin-konjugáló enzim 
UBXN Ubx (az ubikvitinációt szabályozó fehérjékre jellemző) domént 
tartalmazó fehérje 
UPB Béta-ureido propionáz 




VTI Vezikula transzport a T-SNARE fehérjékkel való kölcsönhatás 
segítségével, illetve az ebben részt vevő fehérjék 
WDR WD (triptofán-aszpartát) ismétlődéseket tartalmazó fehérje 
WFIKKN WAP (tejsavó savas fehérje), kazal, immunglobulin, kunitz és 
NTR (netrin-szerű) doméneket tartalmazó fehérje 
Wnt Szárnynélküliséggel kapcsolatos integrációs hely (Wingless-
related integration site) 
XK A Kell vércsoportantigénhez kötődő transzmembrán fehérje 
XRCC Röntgensugárzás által okozott DNS sérülés hibajavítása során 
keresztkiegészítő fehérje, masnéven Ku autantigén 
ZC3HAV Cinkujjas CCCH típusú antivirális fehérje 
ZFHX3 Cinkujjas homeobox morfogén 
ZFYVE FYVE (négy ciszteingazdag fehérjére jellemző) domént 
tartalmazó cinkujjas fehérjék 
ZMAT Cinkujjas matrin-típusú fehérje 
ZMIZ MIZ (az MSX morfogénhez kapcsolódó fehérjére jellemző) 





1.1 Az extracelluláris vezikulák (EVk) alapvető jellemzői 
1.1.1 Az EVk felépítése 
Az EVk kettős lipidmembránnal körülvett struktúrák (1. ábra), melyeket mind 
prokarióta, mind eukarióta sejtek kibocsáthatnak az extracelluláris folyadékterekbe [1–
6]. A határoló lipidmembrán eukarióta sejtek esetében hasonló a kibocsátó sejtek 
sejtmembránjához, azonban az egyes lipid összetevők aránya – és ezeknek a 
sejtmembránra egyébként jellemző, aszimmetrikus eloszlása a két réteg között – nem 
teljesen azonos [1, 4, 7–9]. 
 
1. ábra: Elektronmikroszkópos felvétel extracelluláris vezikulákról [1]. 
Fontos különbség egyrészt, hogy az EVk jelentős részének felszínén foszfatidil-
szerin is található [1–7, 10, 11], amely az intakt sejtek foszfolipid kettősrétegének csak a 
belső oldalán van jelen. Mivel azonban ennek a lipidnek a megjelenésére az EVk 
felszínén az EVk kimutatása során is gyakran támaszkodunk, nehéz megítélni, hogy ez a 
megfigyelés mennyire általános érvényű [12]. Az azonban igen valószínű, hogy a 
foszfatidilszerin kihelyeződése az EVk felszínére nem csak az apoptózis során keletkező 
sejt-fragmentumokra jellemző – ahogyan az már jóval az EVk leírása előtt is ismert volt 
–, hanem egy több más EV típusra is [1–7]. 
Az EVk membránját másrészt számos olyan lipid alkotja, amely a 




Különösen érdekes megfigyelés, hogy – legalábbis egyes EV típusok membránjában – a 
koleszterin és a szfingolipidek a sejtmembrán lipid tutajaira emlékeztető módon 
jelennek meg [8–11, 13]. További párhuzam figyelhető meg a sejtmembrán egyes 
mikrodoménjei – mint például a lipidtutajok – és az EVk membránja között, ha a lipid 
kettősrétegbe merülő transzmembrán fehérjéket vizsgáljuk. Sokszorosan alátámasztott 
tény ugyanis, hogy az EVk felszínén a tetraspaninok (kiemelten a CD9, CD63 és a 
CD81) is jelen vannak [1–7, 14, 15], amelyek pedig a sejtmembrán tetraspaninpan 
gazdag mikrodoménjeinek fontos alkotóelemei. 
 
2. ábra: Egy 25 nm átmérőjű EV méretarányos modellje néhány felszíni CD63 és 
MHC molekulával, belsejében pedig két enolázzal és három miRNS molekulával 
[16] 
 
A tetraspaninok mellett számos egyéb transzmembrán fehérjét (például 
sejtfelszíni receptorokat és MHC komplexet), vagy a lipid kettősréteghez más módon 




17, 18]. Ezek jelentős része természetesen glikozilált formában van jelen [19], amely 
további fehérjék kötődését is lehetővé teszi az EVk felszínére – immár a felszíni 
fehérjék szénhidrát oldalláncain keresztül [20]. Az EVk belsejében is számos 
citoplazmatikus fehérje található [1–7, 11, 13, 17, 18], amelyek jelentőségével 
kapcsolatban – nehezebb hozzáférhetőségük miatt – ma még csak igen kevés információ 
áll rendelkezésünkre. 
A kettős lipidmembrán által körülzárt térben a citoplazmatikus fehérjék mellett 
számos metabolitot (például szénhidrátokat, aminosavakat, alkoholokat, eikozanoidokat 
és szterán vázas vegyületeket) is sikerült kimutatni EV preparátumok vizsgálata során 
[1, 4, 21]. A legnagyobb érdeklődés az utóbbi években azonban az EVk belsejében 
található összetevők közül nem a fehérje, lipid vagy szénhidrát tulajdonságú 
összetevőket övezte, hanem a nukleinsavakat. Az EVk egyes típusaiban ugyanis RNS, 
sőt DNS molekulák is találhatóak [1–7, 22, 23], amelyek ráadásul az EVk révén más 
sejtekbe is átjuthatnak [22–30]. 
1.1.2 Az EVk típusai 
Habár az EVk szerkezete igen sok hasonlóságot mutat attól függetlenül, hogy 
milyen szövettani típushoz, mely fajhoz vagy akár birodalomhoz tartozott a kibocsátó 
sejt, mind összetételükben, mind méretükben, mind a keletkezés módja szerint 
rendkívül sokfélék lehetnek. A legfontosabb EV típusok közé sorolhatjuk a Gram-
negatív baktériumok által kibocsátott külső membrán vezikulákat (OMVk), illetve az 
eukarióta sejtek által termelt exoszómákat, mikrovezikulákat (MVk), vagy más néven 
mikropartikulumokat/ektoszómákat/membránról leváló („shedding”) vezikulákat és az 
apoptotikus testeket [1, 2, 31, 32]. 
Az eukarióta sejtek által kibocsátott EVk három főbb típusa elsősorban méretük 
és keletkezésük mechanizmusa alapján különíthető el. Jelentős átfedés figyelhető meg 
ugyan az egyes típusok mérettartományában, általánosságban elmondható, hogy az 
exoszómák körülbelül 30-100 nm átmérőjűek és a multivezikuláris testek exocitózisa 
révén keletkeznek, míg a MVk (100-1000 nm) a plazmamembránról válnak le, az 
apoptotikus testek pedig – melyeket 1000 nm feletti átmérőjűek – az apoptózis során a 
sejtmembrán kitüremkedéseiből keletkeznek [1, 2, 4, 7, 31–34]. 
Többek között az igen jelentős méretbeli átfedéseknek is köszönhetően a 




az exoszómák és a MVk közötti különbségtétel nem mindig történik meg. Ma már egyre 
inkább elfogadott azonban az itt is felvázolt nómenklatúra, melynek használatát a 
tudományterület meghatározó tudományos testülete is kívánatosnak tartja [2, 35, 36]. 
Az extracelluláris folyadékterekben azonban számos egyéb, akár membránnal is 
körül vett struktúra található, amelyeket nem szoktunk az EVk közé sorolni. Ezek közül 
a struktúrák közül élettani körülmények között is jelen vannak a lipoproteinek, 
vérlemezkék, esetleg nagyobb fehérjekomplexek, míg patológiás állapotokban akár 
vírusok, baktériumok és immunkomplexek is megjelenhetnek. Ezek mérete hasonló 
lehet egyes EVk méretéhez (3. ábra), ami a kimutatásuk során komoly technikai 
kihívásokat támaszt [1, 35, 37, 38].  
 
3. ábra: Az extracelluláris vezikulák jellemző mérettartománya az extracelluláris 
folyadékterekben előforduló egyéb struktúrák mérettartományával összevetve [1] 
 
Ahogy az EVk tanulmányozása révén egyre több kísérleti eredmény halmozódik 
fel, az is világos, hogy az extracelluláris folyadékterekben találhatók további olyan 
struktúrák is, melyek tulajdonságaik alapján közel állnak az EVk valamely típusához, 
azonban a hivatalos nómenklatúra alapján még nem sorolhatók be biztonsággal (mint 




EV típusok közötti, jelenlegi különbségtétel jogosultságát mégis alátámasztja, hogy 
mind az egyes típusok által hordozott nukleinsavak szintjén [44, 45], mind fehérjék 
szintjén [1, 18, 46–48] sikerült olyan különbségeket kimutatni, amelyek akár az egyes 
típusok eltérő funkciójára is utalhatnak. 
Nem tagadható azonban az sem, hogy még az egyik legjobban tanulmányozott 
és legkonzekvensebben exoszómának nevezett EV típus sem teljesen egységes [49]. 
Hasonlóan markáns különbségek figyelhetők meg, ha ugyanazt az EV típust más-más 
sejttípus [1, 50–53], vagy ugyanazon sejttípus különböző hatásoknak kitett sejtjei [17, 
34, 54–61] bocsátják ki. Élettani körülmények között a szevezetben keletkező EVk 
legkönnyebben a vérplazmából kiindulva vizsgálhatóak. Tovább komplikálja azonban 
az EVk kategorizálásának kérdését, hogy a vérplazmában kimutatható EVk aktuális 
számában és arányában is igen jelentős interindiviuális [62] és intraindividuális [63, 64] 
különbségek figyelhetők meg. Végül az egyes betegségekben [65–67] – különösen 
daganatos megbetegedésekben [68–76] – jelen lévő EVk egyedi, a betegségre jellemző 
összetevőjük alapján is felmerülhetne, hogy külön EV típusokként tekintsünk rájuk [39, 
77]. 
1.1.3 Az EVk kibocsátásának mechanizmusa 
Mivel sem az EVk egyes típusainak dinamikusan változó összetétele, sem az 
igen nagy átfedéseket mutató mérettartományok nem teszik lehetővé a konzisztens 
kategorizálást, az EVk felosztása elsősorban keletkezésük mechanizmusa alapján 
történik [1, 2]. Jelenleg azonban nem minden EV típus esetén ismertek részletekbe 
menően azok a molekuláris szintű események, melyek révén azok képződnek. A legtöbb 
ismerettel talán a legnagyobb méretű EVk, az apoptotikus testek keletkezéséhez vezető 
molekuláris lépésekről rendelkezünk. A tudományterület viszonylag nagy múltra tekint 
vissza, hiszen már az 1970-es években használták az apoptózis fogalmát [78], amikor az 
EVk létezésére még csak néhány szórványos megfigyelés utalt [1]. Ennek ellenére még 
az apoptózissal kapcsolatos ismereteink sem tekinthetők teljesnek [79–82]. 
Egyre jobban ismerjük azokat a jelzéseket, jelátviteli útvonalakat és enzim-
kaszkádokat, amelyek az apoptózishoz vezetnek. A folyamat végső fázisával, maguknak 
az apoptotikus testeknek a létrejöttével kapcsolatban azonban minden valószínűség 
szerint több fontos dolog is felfedezésre vár még. Ilyen érdekes adalék az apoptotikus 




hosszú gyöngyfüzérszerű struktúrák fűződnek le a sejtekről, amelyek azután 1000 nm 
körüli átmérőjű képletekké töredeznek szét [83]. Ez a méret pontosan egybe vág a 
kisebb méretű apoptotikus testek mérettartományával. Az az adat ugyanakkor, amely 
szerint ezekből a kisebb apoptotikus testekből hiányzik a DNS, míg a nagyobb méretű 
apoptotikus testekben DNS fragmentumok is jelen vannak, felveti annak a lehetőségét, 
hogy az EVk egyes típusai (nemcsak az exoszómák, hanem az apoptotikus testek sem) 
nem tekinthetők egységesnek. 
Jóval kevesebb ismerettel rendelkezünk arról a mechanizmusról, amelynek révén 
a MVk fűződnek le a sejtmembránról. Ebben a folyamatban minden bizonnyal kiemelt 
szerepet játszik az aktin sejtváz és a hozzá kapcsolódó fehérjék [1, 33, 84]. Jóllehet kis 
mennyiségben a nyugvó sejtekből is származhatnak MVk, bizonyos hatásokra rövid idő 
alatt igen nagy mennyiségű MV szabadulhat fel [1, 33, 85]. A folyamat sebességét 
jelezheti, hogy THP-1 monocita sejtvonal sejtjeinek stimulálása ATP segítségével a 
P2X7 receptoron keresztül 2-5 másodpercen belül MVk lefűződéséhez vezet [86]. 
Dendritikus sejteken található P2X7 receptor aktiválása szintén MVk 
kibocsátásához vezet [87], míg egy másik purinerg receptor típus (P2Y) aktiválásának 
következtében vérlemezkékből szabadulnak fel MVk [88]. A purinerg receptorok 
aktiválása jellemzően kalcium beáramlásához vezet [89–91] és az intracelluláris 
kalcium-koncentráció növekedése közvetlenül, vagy jelátviteli elemek foszforillációját 
előidézve vezet az MVk kibocsátásához [92]. A további lépésekről azonban csak 
szórványos információkkal rendelkezünk. Az aktin citoszkeleton szerepe mellett a 
PAK1/2 jelátviteli út [84] és az inflammaszóma aktiváció (különösen az ASC/NLRP3 
komplex) jelentősége is ismert [93, 94], de ezek a teljes folyamatnak csak kiragadott 
elemei. A MVk képződésével kapcsolatos részletek jelentős részének felfedezése még 
várat magára. 
 
Valamivel jobban ismertek az exoszómák keletkezésében fontos szerepet játszó 
molekuláris mechanizmusok. Ez részben annak is köszönhető, hogy a multivezikuláris 
testek – amelyeknek a belsejében „születnek” az exoszómák – már jóval az EVk 
felfedezése előtt ismertek voltak [95, 96], így tanulmányozásuk viszonylag hossszú 
múltra tekint vissza. Az exoszómák betüremkedését és lefűződését a multivezikuláris 




endocitózisban, a citokinézisben és egyes vírusok kiszabadulásában van szerepe [97–
101]. Az ESCRT rendszer mellett nagy valószínűséggel egyes tetraspaninok [14, 15, 
100, 101] és a membránban megtalálható lipidek [99–101] is szereoet játszanak 
fontosak az exoszómák keletkezésében. 
Az exoszómák belsejében szállított fehérjék egy része is az ESCRT rendszer 
segítségével kerül az endoszomális sejtszervecske-rendszer egyik fontos elosztópontjára, 
a multivezikuláris testekre. Ezek a fehérjék jellemzően ubikvitináltak és ezt a 
poszttranszlációs módosítást ismeri fel az ESCRT rendszer [98–103]. Az ESCRT 
rendszer elemei közül az egyik legfontosabb valószínűleg az ALIX, amely syndecan és 
syntenin fehérjékkel együttműködve olyan kulcsfontosságú fehérjék exoszómákra 
irányítását végzi, mint például a CD63 [104–107]. Ismert azonban, hogy más módon 
akár ubikvitinálatlan fehérjék is beépülhetnek az exoszómákba, amiben a tetraspanin 
mikrodomének jelenléte vagy a fehérjék oligomerizációja segíthet [14, 15, 99, 103]. 
Végül nem csak egyes fehérjék kerülnek szelektíven az exoszómákba, hanem RNS 
molekulák is [103, 108, 109], amiben szintén fontos szerep juthat az ALIX-nak [110]. 
Miután a megfelelően célba juttatott fehérjékkel és RNS molekulákkal 
megrakottan az exoszómák a multivezikuláris testekbe lefűződtek, a multivezikulázis 
testeknek el kell jutniuk a sejtmembrán közelébe, majd azzal összeolvadva az 
exoszómákat az extracelluláris térbe bocsátani. Ezeket a folyamatokat segítik a Rab 
[111, 112] és Ral [113] GTPáz fehérjék. A multivezikuláris testek kiürülését 
eredményező jelátviteli útvonalakat szintén igen kevéssé ismerjük [99]. A MVk 
kibocsátásához hasonlóan az exoszómák esetében is felmerül a kalciumbeáramlás 
szerepe [114], de kináz kaszkádok (például a MAPK) [115], a p53 tumorszuppresszor 
[116] és CIL-7 fehérje [117] érintettségére utalóan is vannak szórványos adatok. 
Ezeknek a jelátviteli utaknak a pontos szerepe az exoszómák keletkezésében azonban 




1.2 Az EVk tanulmányozása révén megszerzett ismereteink gyógyászati 
felhasználásának távlatai 
1.2.1 Az EVk jellemzői, amelyek lehetővé teszik, hogy befolyásoljanak élettani 
folyamatokat 
Az EVk keletkezését szabályozó mechanizmusokat tehát ma még nem egészen 
értjük, de az már a jelenlegi ismereteink alapján is vitathatatlan, hogy legalábbis 
bizonyos összetevőiket célzottan irányítja a sejt az EVk kezdeményeire, hogy később jól 
körülhatárolható hatásokra adott válaszként bocsássa ki őket az extracelluláris térbe az 
EVk „szállítmányaként”. Mindez már önmagában elegendő bizonyíték annak 
alátámasztására, hogy az EVk nem csupán zavaró, funkció nélküli sejttörmelékek, 
hanem a sejtekből való szekréció egyik útvonalát képviselik [33, 118]. 
Már az is fontos biológiai szerepe lenne az EVk kibocsátásán alapuló szekréciós 
mechanizmusnak, ha segítségével csak a feleslegessé vagy veszélyessé vált elemektől 
szabadulhatnának meg a sejtek. Ez állhat például a virális transzkripciós faktor LMP-1 
exoszómákra irányítása [119], vagy a mRNS éréséhez köthetően, a splicing során 
kivágott RNS darabok exoszomális jelenléte mögött [120]. Az EVk azonban olyan 
fehérjék szekréciójáért is felelősek, melyek egyáltalán nem feleslegesek, hanem éppen 
valamilyen cél elérése érdekében kell, hogy az extracelluláris térbe kerüljenek. Ilyen 
fehérje például az immunrendszer egyik fontos jelátvivője, az IL-1β, amely szintén nem 
klasszikus szekréció révén, többek között EVk segítségével is szabadul fel [86, 94, 121]. 
Az EVk minden bizonnyal a szöveti faktornak, a véralvadás extrinsic útjának 
kiindulási elemének szekréciójában is kulcsszerepet játszanak [122–124]. Talán éppen a 
szöveti faktor jelenlétének köszönhető az is, hogy a vérlemezke eredetű EVk alvadásban 
betöltött szerepének leírásához köthető az EVk felfedezése is, hiszen elsőként 1967-ben 
számoltak be EVk jelenlétéről az emberi vérkeringésben [122]. Az akkor még csak 
„vérlemezke pornak” nevezett vérlemezke eredetű EVk véralvadásban betöltött 
szerepéről ma már egyre több ismerettel rendelkezünk [123]. 
Mai ismereteink alapján nem túlzás azt állítani, hogy az EVk segítségével a 
vérkeringésbe juttatott szöveti faktor és az EVk membránja által biztosított felszín 
együttesen felelős azért, hogy folyamatosan jelen legyen kismennyiségű aktív thrombin 
– és ennek révén aktivált protein C – a vérplazmában [125]. Ennek az egyensúlynak a 




mennyiségben vannak jelen a keringésben – ezeknek a betegségeknek a thrombotikus 
szövődményeire is magyarázattal szolgálhat [124, 126–130]. 
Messze túlmutat ugyanakkor az EVk jelentősége még a szabályozott, célzott 
szekréción is. Nemcsak EVk kibocsátásra képesek ugyanis a szervezet sejtjei, hanem 
azok felvételére is [131, 132]. Ezáltal pedig az EVk egy általános, komplex 
„információcsomagok” küldését lehetővé tevő intercelluláris kommunikációs 
mechanizmusnak tekinthetők [3, 5, 133–139]. A virális LMP-1 példáján keresztül 
könnyű megérteni, hogy ha a vírusfertőzött sejtekből kikerül, és az LMP-1 fehérjét 
tartalmazó EVk bekerülnek más sejtekbe, akkor a molekula a recipiens sejtekre is 
hatással lehet. Valóban vannak kísérletes adatok arra vonatkozóan, hogy exoszómák 
segítéségével a virális LMP-1 átkerülhet más nem fertőzött sejtekbe és ott is a 
sejtproliferáció irányába tolja el az egyensúlyt [140, 141]. Külön érdekes azonban, hogy 
itt egész „információcsomagról” van szó, hiszen a virális LMP-1-et tartalmazó EVk egy 
részében a HIF-1α [141] és az ismert módon immunmoduláns hatású galektin-9 [142] is 
jelen van.  
Az EVk belsejében nukleinsavakat is találunk, és az előzőekben említett 
„információcsomagból” a nukleinsavak sem maradnak ki [140]. Általánosságban is 
elmondható, hogy a szakirodalomban igen sok utalást találunk az EVk belsejében 
található RNS molekulák szerepére az üzenetek közvetítésében [23, 27, 29, 71, 143, 
144]. Mi több, egyesek szerint az RNS molekulákhoz hasonló jelentőségű lehet az 
elsősorban az apoptotikus testek belsejében fellelhető DNS is [22, 28]. A sejtek közötti 
kommunikációval kapcsolatban a legtöbb közlemény a kis RNS-ek (például miRNS-ek) 
és a mRNS molekulák szerepével foglalkozik, és itt számos konkrét kísérleti 
rendszerben sikerült is bizonyítani, hogy az EVk által szállított RNS-t a recipiens sejtek 
nemcsak felvették, hanem valóban hasznosították is saját folyamataik szabályozására; 
sőt, akár a mRNS-ről fehérjék átírására is [56, 27, 145–147, 25, 148, 149, 26]. 
Az EVk RNS molekuláinak tanulmányozásában rejlő lehetőségek mára némileg 
háttérbe is szorították az EVk felszínén és belsejében egyaránt megtalálható fehérjék 
iránti érdeklődést. Pedig a virális LMP-1 fehérje példáján kívül számos megfigyelés utal 
még arra, hogy ezeknek a fehérjéknek is fontos szerepe lehet az EVk által közvetített 
intercelluláris kommunikációban. A daganatokkal kapcsolatos szemléletünket 




EVk közvetítésével képesek átadni mutáns EGFR növekedési faktor receptorukat a 
környező sejteknek (például hámsejteknek), minek következtében az ép genommal 
rendelkező sejtek is tumoros fenotípust nyernek [150, 151]. Élettani körülmények 
között is fontos lehet az EVk fehérjeszállító szerepe például sejtmembránba ékelődő 
csatornák mennyiségének szabályozásában, amint azt az aquaporin példája is mutatja a 
vesében [152]. 
Célkitűzéseink szempontjából különösen érdekesek azok az EVk által szállított 
fehérjék, amelyek az immunrendszer funkcióiban játszanak szerepet. A már említett IL-
1β mellett más citokinek, mint például az IL-8 is kimutatható az EVk egyes típusaiból 
[148]. Egy másik fontos citokin, a TNF pedig transzmembrán formában van jelen az 
EVk felszínén [163] a T-sejt aktiváció hatékonyságát növelve [153], vagy éppen a 
daganatos sejtek elpusztítását segítve [154]. Nem csak citokineket szállíthatnak az EVk, 
hanem MHC molekulák is lehetnek a felszínükön [1, 93, 155–159], amelynek a révén a 
kulcsfontosságú immunológiai folyamatot, az antigén prezentációt is befolyásolhatják 
[1, 156, 160–168]. Ráadásul az EVk nem csak a peptidet kötött MHC komplexek 
átjutását segíthetik más sejtekre [169], hanem egy sor más, az immunválasz 
szempontjából meghatározó sejtfelszíni fehérjéét is [170]. 
1.2.2 Az EVk vizsgálatának diagnosztikai jelentősége 
Mivel az EVk a sejtek közötti kommunikáció egyik fontos mechanizmusának 
tekinthetők, mely révén számos élettani folyamatot befolyásolhatnak, nem meglepő, 
hogy megszámlálhatatlanul sok kóros folyamat kapcsán írtak le valamilyen eltérést 
velük kapcsolatban [1, 171, 172]. Az EVk mennyiségében és összetételében jelentkező 
változások leírása egyes betegségekben segíthet jobban megérteni az adott betegség 
kialakulásának mechanizmusát. Még nagyobb motiváció azonban, hogy a leírt eltérések 
segítségével pontosabb diagnózist állíthatunk fel egyes betegségek korai szakaszában. 
Néhány konkrét betegség esetében igen közelinek tűnik az EVk összetételére alapozott 
diagnosztika. 
Az EVk egyik legkorábbi ismert funkciójának, a véralvadás elősegítésének [122] 
kapcsán logikus felvetés, hogy az EVk kimutatását thromboticus események 
diagnosztikájához használják fel [173], ez azonban egyelőre még nem terjedt el széles 
körben. Sokszorosan alátámasztott az EVk szerepe a keringési rendszer betegségei 




a pulmonális hipertenzió [180] és az agyi ischaemiás események [181] kialakulásában. 
Mégis, egyelőre csak korlátozott mértékben sikerült alátámasztani, hogy például a 
fehérvérsejt-eredetű EVk mennyisége képes-e megjósolni az érelmeszesedés 
kialakulásának kockázatát [182], az endotél sejtek által kibocsátott EVk mennyisége 
pedig a szívelégtelenség kimenetelét [179], a pulmonális hipertenzió súlyosságát [183] 
vagy az agyi sérülés kiterjedtségét [181]. 
A neurológiai kórképek közül nemcsak a cerebrovaszkuláris betegségek 
esetében merült fel az EVk szerepe a betegség kialakulásában, hanem például olyan 
neuroinflammatórikus betegségek esetében is, mint a sclerosis multiplex [184, 185] és 
az Alzheimer-kór [186, 187]. Az EVk szerepe az előbbi esetben nem annyira a 
diagnózis felállításakor merül fel, hanem a betegek klasszifikálásában és a terápiára 
adott válasz követésében lehet hasznos a jövőben [185]. Az utóbbi betegség 
kialakulásában kulcsszerepet játszó amiloidot [188] és tau fehérjét [66] egyaránt sikerült 
kimutatni az EVk valamely típusából. Ez egyelőre inkább a betegségben szerepet játszó 
folyamatok megértéséhez visz közelebb, mint egy általánosan használható 
szűrőmódszer megalkotásához [186, 187]. Egy további, a fehérjék konformációját érintő 
neurológiai megbetegedés-csoportban, a prionbetegségekben az EVk vizsgálata azért 
lehet indokolt, mert az EVk a betegség terjedésének eszközei lehetnek [67, 189]. 
Az EVk belsejében megbújva újabb és újabb sejteket megfertőző prionok 
viselkedése sokban hasonlít a vírusokéra – azzal a különbséggel, hogy saját 
felépítéséhez szükséges információt nem kódol. Érdekes módon nem csak patogén 
fehérjék, hanem hiányos vírusok – vagy legalábbis örökítőanyaguk részlete – és 
retrotranszpozonok is felfedezhetők az EVk belsejében [190]. Annak fényében, hogy az 
exoszómák keletkezése ráadásul ugyanahhoz az ESCRT fehérjekomplexhez kötődik, 
mint a retrovírusok sejtből való kijutása [191], és a sejtek általi felvétel 
mechanizmusában is megfigyelhetőek hasonlóságok [192, 193], nem meglepő, ha sok 
esetben az EVk vizsgálata összefonódik a virológiával [38]. 
Mind a vírusfertőzött sejtek [140, 194, 195], mind pedig a patogén baktérium 
[196], gomba [197, 198] és parazita [199, 200] fajok és az ezekkel fertőzött sejtek [201–
203] esetében beszámoltak az immunrendszer működését, illetve a mikrokörnyezetet 
befolyásoló EVk kibocsátásáról [204–206]. A gazdaszervezet és a kórokozók közötti 




sok értékes diagnosztikai információt is várunk. Ez valószínűsíthető többek között azon 
megfigyelés alapján, hogy a szepszis kimenetelét az endotél sejtek által kibocsátott EVk 
mennyisége nagy biztonsággal előrevetíti [207]. 
Az EVk immunmoduláló hatása nem csak fertőzések során nyilvánul meg. 
Minden valószínűség szerint számos immunológiai folyamatban, így az autoimmun 
betegségek kialakulásában is fontos szerep jut az EVk által továbbított információnak 
[42, 208–210] és nem véletlenül van jelen nagymennyiségű EV rheumatoid arthritises 
[211, 212], SLE-s [213], vasculitises [214] és polimyositises [215] betegek 
testfolyadékaiban. Az immunológiai folyamatok figyelemmel kísérésének egy másik 
speciális esete a szervátültetés utáni követés. A kilökődés megelőzéséhez a lehető 
legkorábban fel kell ismerni a veszélyt. Ennek egyik nem invazív módja lehet a jövőben, 
ha például veseátültetés után a vizelettel ürülő EVk összetételét – elsősorban RNS-
tartalmát – monitorozzuk [216]. 
Egy allograft helyzetéhez több szempontból is hasonlít a szemiallograft magzat 
helyzete a terhesség során. Nem csoda, ha az élettani terhességhez köthető 
immunológiai változások létrejöttében, a magzattal szembeni tolerancia fenntartásában 
is felmerül az EVk szerepe [217–221]. A méhlepény mikrobolyhairól leváló EVk 
fontosságát legjobban az mutatja, hogy több megfigyelés alapján közük lehet a 
preeclampsia kialakulásához [222, 223]. Elképzelhető ezen kívül, hogy a fogantatást 
megelőző történések szabályozásából is kiveszik a részüket az EVk, mégpedig az 
petefészek follikulusain belüli kommunikációt elősegítve [224]. 
A legnagyobb érdeklődés ma mégis a tumorok által kibocsátott EVk 
vizsgálatában rejlő diagnosztikai lehetőségeket övezi [225–228]. A tumor markerek új 
generációja sokkal nagyobb specificitást és szenzitivitást ígér az EVk által szállított 
RNS molekulák vizsgálata révén [225, 228] akár nem invazív módon vett mintákból 
[229]. Az előzőekben már említett, vizelet eredetű exoszómák például az egyik 
legkevésbé invazív módon vizsgálható mintát jelentik, melyek az urogenitális rendszer 
megbetegedéseinek pl. daganatainak diagnosztikáját forradalmasíthatják [230, 231]. A 
vizeletben található exoszómák segíthetnek például a prosztatatrák minél koraibb 
felismerésében [232–235]. Más tumorok (például tüdőrák [236], agytumorok [237, 237], 
vastagbélrák [238], emlőrák [70] vagy petefészekrák [239, 240]) esetében jobb 




1.2.3 Az EVk, mint a terápia eszköze 
Az EVk által szállított RNS molekulákkal kapcsolatos ismeretek nemcsak a 
biomarkerekről alkotott képünket formálhatják át, hanem egy egészen új terápiás 
eszközt is a kezünkbe adhatnak. Mivel ugyanis az EVk retrotranszpozonokat képesek 
szállítani [190] és sok hasonlóságot mutatnak a vírusokkal [191], logikusan felmerül 
annak a lehetősége, hogy az extracelluláris vezikulák génterápiás vektorokként is 
felhasználhatók [241, 242]. A terápiás DNS vagy RNS molekulákat elektroporációval 
(nagy valószínűséggel bizonyos mennyiségi és méretbeli korlátok között) sikerülhet az 
EVk belsejébe juttatni [243] és akár siRNS-t is el lehet juttatni a célsejtekhez EVk 
segítségével [24, 30]. Egy másik lehetőség, hogy magát a virális vektort – például az 
adeno-asszociált vírus partikulákat – „csomagoljuk” az EVk membránjához hasonló 
lipidrétegbe [244]. 
A nukleinsavak mellett más kémiai tulajdonságú anyagok célba juttatása is 
szóba jöhet EVk segítségével. Ezek lehetnek akár gyógyszermolekulák, melyek így 
célzottabban fejthetik ki hatásukat [245–248], vagy akár az EVk által szállított fehérjék. 
Ez utóbbi, a nukleinsavak helyett fehérjékre koncentráló megközelítés leginkább a 
neurológiai betegségek terápiájában merült fel [249]. Ebben az esetben sem feltétlenül 
egyetlen, empirikusan megválasztott fehérje EVk belsejébe töltése vezet a legjobb 
eredményre, hanem olyan kombinációk, melyek nagy hasonlóságot mutatnak az 
őssejtek által kibocsátott EVk tartalmához. 
Az őssejt-eredetű EVk felhasználásának lehetőségeit nem véletlenül övezi nagy 
lelkesedés: a sejt-alapú őssejt hoz köthető kudarcok után az általuk kibocsátott EVk 
hatása élesztette újjá a területhez fűzött reményeket [250–253]. Csak egy kiragadott 
példa őssejtek az által termelt EVk lehetséges hatására az, hogy a CD34+ őssejtek 
exoszómái képesek az angiogenezist elősegíteni, amely jótékony hatású lehet például 
anginás betegekben [254]. A traumás agysérülés egyik egér modelljében pedig az 
exoszómákon alapuló kezelés elősegítette a kognitív funkciók visszatérését [255]. 
Ahogyan az őssejtek által kibocsátott EVk esetében RNS molekulák, több 
szabályozó fehérje és talán az EVk lipid összetevői is egyaránt szükségesek lehetnek a 
szöveti regeneráció elősegítéséhez, ugyanúgy az EVk segítségével történő 
antigénbemutatás is több tényező együttes jelenlétét igényli [163]. Mivel a dendritikus 




immunválasz szabályozása, nagyon vonzó lehetőség, hogy az EVk módosítása révén az 
immunválaszt is befolyásolni próbáljuk teljesen új vakcinációs stratégiát kidolgozva 
[162, 256]. 
Amennyiben az EVk felszínén található MHC molekulákhoz a fertőző 
ágensekből [257–259] vagy daganatokból [260–263] származó peptideket kötünk, a 
hagyományosnál sokkal hatékonyabb vakcinák hozhatók létre. Igen reménykeltő volt 
például annak a kísérletnek az eredménye, melyben az ilyen módon előállított EVk 
segítségével egerekben hatékonyan vissza lehetett szorítani a daganatot [264]. A 
hatékony immunválaszt vakcinák mellett ugyanolyan jelentőségű az immuntolerancia 
kiváltása is, melyre például szervátültetés során lehet szükség. Egy ilyen kísérleti 
modellben – szintén egerekben – az éretlen dendritikus sejtek által kibocsátott EVk 
segítségével lehetett az átültetett szervvel szemben toleranciát kialakítani [265]. 
1.3 Az EVk klinikai felhasználását hátráltató ellentmondásos kísérleti adatok 
1.3.1 A vizsgálati módszerek korlátai 
Élettani jelentőségükre, valamint diagnosztikai paraméterként és terápiás 
eszközként való felhasználhatóságukra utaló beszámolók látszólag egyértelműen 
alátámasztják az EVk alkalmazásának létjogosultságát a mindennapi orvosi 
gyakorlatban [266]. Mégis, a tapasztalat azt mutatja, hogy az EVk hatását leíró kutatási 
eredmények egyelőre csak korlátozott mértékben és igen lassan épülnek be a 
klinikumba [267, 268]. Ennek hátterében igen szerteágazó okok állhatnak, de ezek 
között minden bizonnyal kiemelt szerepe van annak a szkepticizmusnak, amely a 
területet övezi. Az EVk létezését sokáig kétségbe vonták és a kis, membránnal határolt 
struktúrákat zavaró műterméknek, sejttörmeléknek tekintették [1, 33]. Annak ellenére, 
hogy ma már sokszorosan bizonyított tény az EVk létezése, élettani jelentőségük 
megítélése nagyon változó. 
Valóban igen sok ellentmondás fedezhető fel azoknak a kísérleti eredményeknek 
az összevetése során, amelyek például egy-egy betegségben igyekeznek jellemezni az 
EVk tulajdonságait – felszíni markereit, eredetét, mennyiségét [36]. Ennek hátterében 
részben az EVk vizsgálatához rendelkezésre álló technikák korlátai is állnak. Nagyon 
sok esetben a vérkeringésben jelenlévő EVk jellemzését áramlási citométerrel végezték, 




Egy adott detektált jel akár több EV jelének egymásra rakódása – egy EV raj jele – is 
lehet [270], sőt a jelet képző események nem is feltétlenül a membránnal körülvett 
struktúrák, hanem – mint azt munkacsoportunk igazolta – akár nagyobb 
fehérjekomplexek is lehetnek [271]. 
Ma már léteznek azonban ajánlások arra vonatkozóan, hogy hogyan lehet 
megfelelő mintaelőkészítés [35, 36, 272–275], kalibrációk [276–278], hígítási sorok 
[270], festékek [279] vagy akár detergenstartalmú kontroll mérések [271] 
felhasználásával a hagyományos áramlási citometria eredményei alapján is 
megalapozott következtetéseket levonni az EVk tulajdonságaira vonatkozóan. A 
technológiai fejlődés révén azonban az áramlási citometriának is kezd kialakulni egy 
nagyobb érzékenységű változata [63, 279–281], míg az EVk kimutatására egyre több új 
technológia áll rendelkezésre [282]. A teljesség igénye nélkül kiemelkedő lehetőségek 
rejlenek az EVk vizsgálatára optimalizált mikrofluidikai rendszerekben [283–286] és a 
nagy áteresztőképességű [287–293], illetve jelölésmentes detektálási módszerekben 
[294, 295], vagy akár az optikai csipesz kihasználásában [296]. Elsősorban a nagy 
áteresztőképességű rendszerekbe való integráció lehetősége miatt külön kiemelendő a 
felületi plazmon rezonancia felhasználása az EVk kimutatására [295, 297, 298]. 
Az EVk morfológiájáról képalkotó módszerekkel kaphatunk képet, melyek 
közül a krioelektronmikroszkópia [40, 299–301], az elektronmikroszkópos tomográfia 
[302] és az atomerőmikroszkópia [294, 303, 304] tartoznak a leginnovatívabb 
módszerek közé. A krioelektronmikroszkópiával elkerülhető például a fixálás 
következtében kialakuló zsugorodás, így ma már magabiztosan megállapíthatjuk azt is, 
hogy az EVk a keringésben milyen méretűek és hogy kicsi méretük nem műtermék 
csupán. 
A méret és a mennyiség meghatározásához segítségül hívhatjuk a 
nanorészecskék mozgását elemző NTA módszert [305], vagy a Coulter-elv 
kiterjesztését a mikrométer alatti mérettartományra nanopórusok segítségével [306]. Az 
EVk által egy néhány nanométeres átmérőjű póruson való áthaladás közben létrehozott 
ellenállás-változás mérésén alapul a qNano készülék mérési elve [294, 306], melyet 
kísérleteink során mi is alkalmaztunk az EVk mennyiségének és mérettartományának 
meghatározásához. Ez a lépés alapvető fontosságú ahhoz, hogy az EVk hatását vizsgáló 




vélekedést, miszerint a korábbi, közvetett mérések alapján számítva az egész 
szervezetben nincs annyi EV, mint egy tipikus in vitro kísérleti rendszerben [310], vagy 
hogy átlagosan nem jut egy RNS molekula egy EV belsejébe [311]. 
1.3.2 Az EV preparátumok heterogenitása 
Hiába kapunk egyre megbízhatóbb eredményeket az EVk vizsgálatára szolgáló 
legújabb technológiák segítségével, az eredmények összehasonlíthatóságának az is 
feltétele lenne, hogy ugyanazokat az EV típusokat vizsgáljuk. Márpedig élettani 
körülmények között a szervezet extracelluláris folyadéktereiben a legkülönfélébb EVk 
(például exoszómák, MVk és apoptotikus testek), egyszerre vannak jelen [1, 2]. 
Ugyanakkor a legtöbb kísérleti elrendezésben csupán egy adott típusú EV populáció 
vizsgálatát tűzik ki célul. Míg az áramlási citometriás mérésekhez nem kell feltétlenül 
megtisztítani és feldúsítani az EV tartalmú mintát, addig például a nukleinsavak 
kimutatásához igen [312–314], mely újabb nehezítő tényezőt jelent a későbbi 
összehasonlítások során [315]. 
Az egyik legelterjedtebb eljárás az EVk izolálására a nagysebességű 
centrifugálás adta lehetőségek kihasználása, de nincs olyan beállítás, amivel egyszerre 
az összes EV típus kinyerhető lenne [316–319]. Másrészt azt sem lehet kijelenteni, hogy 
egy adott protokoll optimális lenne egy adott EV típus izolálásara, hiszen minden 
preparátumban több EV típus különböző arányú keveréke van jelen [316–319]. 
Különböző munkacsoportok ráadásul más-más centrifugát használnak, különböző 
geometriai jellemzőkkel, ami a rotor paraméterein keresztül szintén jelentősen 
befolyásolja az adott beállítások mellett izolált EVk összetételét [320, 321]. Ehhez járul 
még, hogy a centrifugálás során leülepednek más kolloid fázisban található struktúrák is, 
mint például a lipoproteinek [37] vagy fehérjekomplexek [271, 322]. Ez pedig azt 
eredményezi, hogy számos olyan fehérjéről gondoljuk, hogy az EVk felszínéhez 
kötődve vannak jelen az extracelluláris folyadékterekben, amelyek valójában azoktól 
teljesen függetlenül, más makromolekuláris struktúra részét képezik [323, 324]. 
Mivel az EVk igen ígéretes klinikai felhasználhatósága csak akkor kerülhet 
reális közelségbe, ha megbízható, jól reprodukálható és az egyes munkacsoportok 
között is összehasonlítható eredményekkel tudjuk alátámasztani az állításainkat [273]. 
Nagyon nagy a motiváció az EVk izolálásának standardizációjára [35, 36] és az EVk 




preparátumokat mai ismereteink alapján nagysebességű centrifugálás és 
sűrűséggrádiens centrifugálás kombinációjával lehet elérni [35, 36, 324, 326–331], a 
módszer munka- és időigényessége miatt az EVk izolálására egészen más 
megközelítések kiaknázása is felmerült. Ilyen új módszer lehet például a méretkizárásos 
kromatográfia különböző változatainak felhasználása [332–334], a kolloid fázis 
megtörése [335–337], mágneses gyöngyök alkalmazása [338] vagy mikrofluidikai 
rendszerekben az EVk akusztikai tulajdonságain alapuló elválasztás [339]. Ezeknek az 
új módszereknek kétségtelen előnye a gyorsaság és egyszerűség, ami elengedhetetlen 
feltétele annak, hogy egyszer a rutin klinikai gyakorlat része lehessen az EVk vizsgálata 
[273, 340, 341]. 
1.3.3 Az oldott állapotú jelátvivők hatásának figyelmen kívül hagyása 
Az egyre innovatívabb megközelítéseknek hála, várhatóan sikerül majd 
kidolgozni olyan eljárást, amellyel megbízható és reprodukálható módon sikerülhet 
minden EV típust izolálni, vagy legalább olyan preparátumokat előállítani, amelyek 
csakis egyféle, a keletkezés mechanizmusa szerint élesen elkülönülő EV típust 
tartalmaznak, és más struktúrákkal nem szennyezettek. Ugyanakkor az ilyen, közel 
ideális EV preparátumok vizsgálata sem feltétlenül tükrözi megfelelően az EVk in vivo, 
szervezeten belüli hatását, mivel az izolált EVk rendszerint valamilyen semleges 
pufferben (PBS-ben vagy tenyésztőfolyadékban) kerülnek újra felszuszpendálásra. 
Ezzel pedig figyelmen kívül hagyjuk a ma már jó ismert, oldott állapotú hírvivő 
molekulák (például hormonok, vagy citokinek) szerepét ugyanabban a folyamatban, 
jóllehet az extracelluláris folyadékterekben EVk különböző típusai és oldott állapotú 
hírvivő molekulák egyszerre vannak jelen [1, 2]. 
Ismereteink nagyobb része olyan kísérleti rendszerből származik, ahol az EVk 
hatásának figyelembevételére nem nyílt mód. Ezért az oldott állapotú hírvivő 
molekulákkal kapcsolatos ismereteinket is érdemes lehet újra áttekinteni ennek a 
szempontnak a figyelembevétele mellett. Egyelőre ugyan nem áll rendelkezésre 
elegendő információ annak megítélésére, hogy az EVk jelenléte milyen mértékben 
képes befolyásolni az oldott állapotú hírvivők hatását, ám minden bizonnyal olyan 
tényezőről van szó, mely a különböző kísérleti rendszerek megfigyelései alapján levont 




1.4 Oldott állapotú hírvivők és EVk közötti kölcsönhatás lehetősége 
1.4.1 EVk lehetséges szerepe oldott állapotú hírvivők által meghatározott biológiai 
folyamatokban 
A keringésben jelenlévő EVk felszíne és a vérplazmában oldott fehérjék közötti 
funkcionális kapcsolatra az egyik legrégebb óta ismert példa az EVk korábban már 
említett szerepe a véralvadás kezdeti lépéseiben [122, 124]. Az EVk nem csak a 
felszínükön található szöveti faktor révén segítik a véralvadást, hanem 
membránfelszínük és a membránjukban található foszfatidilszerin vázként is szolgál, 
hogy véralvadási kaszkád elemei egymáshoz megfelelő közelségben helyezkedjenek el 
[342, 343]. Az EVk által alkotott struktúra sokkal hatékonyabban segíti elő az alvadást, 
mintha a szöveti faktor és a foszfatidilszerin önmagában, oldott fázisban lett volna jelen 
[342]. 
Szintén jóval az EVk létezésének felfedezése előtt megismert, oldott állapotú 
hírvivő molekulák a neurotranszmitterek, amelyekkel kapcsolatban ismereteink nagy 
része olyan kísérleti rendszerekből származik, ahol fel sem merült a lehetősége, hogy az 
EVk befolyásolhatják hatásukat. Pedig ma már egyre világosabb, hogy az idegsejtekből 
is felszabadulnak EVk [344, 345]. Mi több, ennek dinamikája a neuronok glutamáterg 
szinaptikus jelátvitelének függvénye [346] és a kibocsátott EVk specifikusan kötődnek 
más neuronokhoz, míg a glia sejtekhez nem [347]. Az EVk ilyen módon RNS 
molekulákat vagy fehérjéket szállíthatnak más neuronokhoz, melyek hosszabb távon 
fogják befolyásolni a fenti sejtek aktivitását – ezzel együtt a neurotranszmitterek 
termelését – és hozzájárulhatnak az idegrendszer plaszticitásához [344]. 
Külön érdekes megfigyelés, hogy akár a szinapszisok területéről is 
felszabadulhatnak EVk – például a preszinaptikus membrán területéről az evenness 
interrupted (Evi) fehérje segítségével Wnt morfogén glikoproteint szállító exoszómák a 
preszinaptikus membrán területéről [348–351]. Hogy ez a mechanizmus milyen szerepet 
játszik az idegrendszer fejlődésében, még nem tudjuk egészen biztosan [351]. 
Felvetődött azonban, hogy az exoszómák nemcsak a szinapszisok kialakulását, hanem 
azok szabályozott megszüntetését is elősegíthetik [352]. 
Szinapszisok nemcsak az idegrendszerben vannak, hanem az immunrendszerben 
is: az antigénfelismerő sejtek (elsősorban T-sejtek, de akár B-sejtek vagy NK sejtek) és 




szoros fizikai kapcsolatot is így nevezzük [353–357]. A klasszikus, T-sejtes 
immunológiai szinapszis lényegi eleme, hogy egy MHC-peptid epitóp komplex és az 
azt specifikusan felismerő TCR melyek révén a szinapszist alkotó két sejt membránja 
megfelelő közelségbe kerül egymáshoz. Ez a tényező lehetővé teszi, hogy a 
sejtaktiváció eredményeként a szinapszis területén felszabaduló citokinek nagy lokális 
koncentrációban, parakrin módon hathassanak [355]. Az antigént felismerő sejtek 
aktivációjában – és ezzel közvetett módon az oldott állapotú hírvivő citokinek 
kibocsátásában – pedig kulcsszerepe van a TCR és a szinapszisban a közelében 
elhelyezkedő egyéb kostimulációs faktorok (például CD28) által elindított 
intracelluláris jelátviteli folyamatoknak [355, 358]. 
A TCR aktivitás dinamikájának vizsgálata egy, az EVk lehetséges moduláló 
hatása szempontjából egészen érdekes részletre hívja fel a figyelmet. Jóllehet az 
immunológiai szinapszis körkörös struktúrája alapján logikus lenne, hogy a 
legfontosabb események a középső régióban történnek, ennek látszólag ellentmond az a 
megfigyelés, hogy az antigénfelismerő receptorokról elinduló jelátvitel megelőzi a 
szinapszis kialakulását [354, 356, 359, 360]. Mi több, a struktúra közepére helyeződő 
receptorokról már nem is indul valódi jelátvitel a sejt belseje felé – az a szinapszis 
perifériájára jellemző –, hanem a TCR multimerjei EVk felszínére kerülve hagyják el a 
sejtet [361]. Egészen nyilvánvalóan megakadályozza ez a jelenség a túlzott 
sejtaktivációt a receptorok számának csökkentése révén. Az EVk kibocsátásával pedig 
ugyanez a jelenség talán egy kifelé, más sejtek felé irányuló jelátviteli mechanizmust is 
képviselhet [362] – ugyanúgy, ahogy azt a B-sejtek specifikus antigénnel történő 
aktiválása után kibocsátott EVk esetében már leírták [363]. 
1.4.2 Az EVk jelentősége az antigének bemutatásában 
Az EVk szerepe nem korlátozódik kizárólag a felesleges mennyiségű TCR 
multimerek eltávolítására az immunológiai szinapszis közepéről. Amint azt már 
korábban is említettük, a TCR partnermolekulájának tekinthető peptid-MHC komplex is 
megtalálható antigént prezentáló sejtekből származó EVk felszínén [155, 156, 159, 166, 
364, 365]. Az MHC komplexek EVk felszínére irányításában nagy valószínűséggel az 
EVk fontos jellemzőjének tartott – és az immunológiai szinapszis más elemeinek 
megfelelő helyre irányítását segítő – tetraspanin molekulák (például a CD63) is szerepet 




hatalmas lehetőségek rejlenek, hiszen nemcsak fertőző ágensekkel, hanem tumorokkal 
szemben is ígéretes vakcinációs eljárások alapulhatnak ezen a jelenségen [257–264, 368, 
369]. 
Logikus feltételezés az EVk felhasználásával létrehozott vakcinák 
hatásmechanizmusával kapcsolatban, hogy egy peptid-MHC komplexet hordozó 
membránstruktúra hasonlít egy antigénbemutató sejt membránjára. Ezt részben alá is 
támasztják azok a megfigyelések, melyek szerint egy adott epitóp peptidet hordozó EVk 
nagy mennyiségben képesek az antigént bemutató sejtet helyettesíteni és a T-sejteket 
aktiválni [164–168, 370, 371]. Élettani körülmények között azonban kicsi a 
valószínűsége, hogy az EVk olyan nagy mennyiségben legyenek jelen egy T-sejt 
közelében, hogy valóban a sejtmentes antigénprezentáció legyen az MHC molekulákat 
hordozó EVk elsődleges funkciója [372, 373]. Az MHC molekulák mellett ráadásul 
kostimulációs faktorokra is szükség van a T-sejtek teljes értékű aktivációjához, 
amelyeknek a jelenlétéről EVk felszínén eddig csak kevesen számoltak be [167, 373]. 
A mennyiségi problémát át lehet hidalni többek között a lokális koncentráció 
növelésével. Ilyen megoldás például az EVk latex gyöngyök felszínére való rögzítése, 
de még hatékonyabb, ha az exoszómák eleve antigénbemutatásra képes sejtek felszínére 
kötődnek, ami egyszersmind a szükséges kostimulációs molekulákat is biztosíthatná 
[370, 372–375]. Ilyen antigénbemutató sejtek lehetnek például a dendritikus sejtek 
[376], amelyekkel kapcsolatban mára igen sok ismeret áll rendelkezésre [162]. A 
dendritikus sejtek felszínéhez kötődő EVk egyik lehetséges sorsa, hogy endocitózisra 
kerülve lebomlanak és így az antigénbemutató sejt immár a saját MHC molekulájához 
kötve ismét kihelyezheti a peptid epitópot a sejtfelszínre [161, 374]. Még érdekesebb az 
EVk szempontjából, hogy nincs is feltétlenül szükség a peptidek újra feldolgozására, 
hanem az EVk felszínén már eleve jelenlévő MHC molekulák a recipiens sejt felszínén 
is maradhatnak [170, 377]. 
Az EVk endocitózisa egyrészt a sejten belüli raktározásukhoz is vezethet, mely 
lehetővé teszi, hogy később, a megfelelő sejttípussal való találkozás és az immunológiai 
szinapszis kialakulása során nagy lokális koncentrációban kerüljenek az EVk az 
antigént felismerő sejtek közelébe [378]. Figyelemreméltó, hogy talán a HIV vírus is 
éppen ezt a jelenséget használja ki a T-sejtek megfertőzésére annak kapcsán, hogy az 




sejtekre, amikor azok szoros fizikai közelségbe kerülnek [378]. Bizonyos esetekben 
másrészt az EVk nem is kerülnek a sejt belsejébe, hanem vagy hosszabb ideig a 
sejtfelszínhez kötve maradnak, vagy beolvadnak a sejtmembránba és ennek révén 
„átruházzák” az MHC molekulákat és a rajtuk keresztül bemutatott peptid epitópokat a 
recipiens sejtre. Ez utóbbi jelenség a szakirodalomban „cross-dressing” néven ismert 
[169]. Ugyan az MHC molekulák átruházásnak csak az egyik lehetséges módja az EVk 
révén történő átvitel [169, 379, 380], ez a mechanizmus olyan kulcsfontosságú 
immunológiai folyamatokban is szerepet játszik, mint a T-sejtek szelekciója a 
csecsemőmirigyben [169, 381, 382]. 
Míg az antigént bemutató sejtek által kibocsátott EVk felszínén található MHC 
molekulák lehetséges szerepéről egyre többet tudunk, az EVk antigénbemutatásra 
gyakorolt egyéb lehetséges hatásairól, vagy az antigént felismerő sejtek által kibocsátott 
EVk által elindított folyamatokról csak töredékes információk állnak rendelkezésre. 
Pedig ha az MHC molekulával rendelkező EVk részben helyettesíthetik az antigént 
bemutató sejtet, akkor logikus, hogy például T-sejtek által kibocsátott EVk is képesek 
legyenek közvetlen sejtaktivációra [383]. Amit eddig sikerült megfigyelni, az inkább az 
exoszómákban található RNS molekulák – elsősorban pedig miRNS-ek – hatásával 
kapcsolatos: mind B-sejtek [363], mind pedig T-sejtek [384] képesek az antigénnel 
történő aktivációra adott válaszként EVk szabályozott kibocsátására. A T-sejtek által 
kibocsátott exoszómákról kimutatták továbbá, hogy a sejtaktiváció révén megváltozik 
RNS-összetételük, igazán hatékony kibocsátásuk az immunológiai szinapszishoz 
kötődik és itt az antigént bemutató partnersejtek fel is veszik őket [384]. Az 
exoszómákkal együtt felvett miRNS pedig nagy valószínűséggel szerepet játszik a 
recipiens sejtek válaszának finomhangolásában. 
Ilyen finomhangolásra lehet példa az immunológiai szinapszisban, a T-sejtekből 
felszabaduló EVk szerepe lehetséges szerepe a B-sejtek aktivációjának szabályozásában. 
Egy elképzelés alapján ugyanis minél több, a T-sejtek által az immunológiai 
szinapszisba kibocsátott EV kötődik egy adott B-sejthez, annál több osztódásra lesz 
képes aktivációja után [385]. Ebben a folyamatban akár az EVk által szállított 
nukleinsavaknak, akár a fehérjéknek lehet jelentősége, azonban a pontos molekuláris 
szintű történések felmérése minden bizonnyal várat még magára. Annak a 




EVk segítségével távolabb elhelyezkedő makrofágok citokinszekrécióját 
befolyásolhatják [386]. Ebben az esetben ráadásul az EVk nemcsak az immunológiai 
szinapszisban fejtik ki hatásukat, hanem nagy valószínűséggel valamivel távolabbi 
sejteken is. 
1.4.3 Lehetséges kölcsönhatás a citokinek és az EVk között 
A T-sejtek által kibocsátott EVk biológiai hatását azonban nem érdemes 
önmagában értékelni, hiszen azok oldott állapotú hírvivőkkel, citokinekkel együtt 
kerülnek az extracelluláris térbe [1, 2, 31, 387, 388], illetve annak jól körülhatárolt 
részére, mint például az immunológiai szinapszisba. Számos megfigyelés támasztja alá 
azt is, hogy maguk az EVk képesek kiváltani egyes citokinek felszabadulását [148, 220, 
389–391] – sőt, az IL-1β maga is EVk segítségével kerül ki az extracelluláris térbe [86, 
94, 121]. Mégis, ezidáig igen kevés olyan tanulmány született, amely az EVk és 
valamely citokin együttes hatásának megfigyelésére összpontosított. Az egyetlen 
korábbi, ilyen megközelítéssel véghezvitt vizsgálat eredményei szerint a T-sejtek, 
melyek aktivált T-sejtek által kibocsátott EVk és IL-2 jelenlétében indultak osztódásnak, 
más citokineket termeltek a későbbiekben, mint csupán IL-2 jelenlétében [388]. 
Az IL-2 egy a T-sejtek által termelt és alapvetően autokrin módon ható faktor, 
mely az immunológiai szinapszis jól behatárolt terében fejti ki hatását, így a Wahlgren 
és munkatársai által vizsgált kísérleti rendszerben is ennek megfelelően választottak T-
sejteket mind az EVk forrásául, mind pedig recipiens sejtként. Recipiens sejt azonban 
természetesen akár az antigént prezentáló partner sejt is lehetne, hiszen Mittelbrunn és 
munkatársai azt találták, hogy a T-sejtek az immunológiai szinapszison keresztül 
exoszómákba csomagolt szabályozó RNS molekulákat képesek partnerüknek átadni 
[384]. Ez olyan korai megfigyeléseket is új megvilágításba helyezhet (felvetve a 
citokinek mellett az EVk szerepét), mint az U937 monocita sejtvonalon megfigyelt 
változások T-sejtes sejtkultúra felülúszója hatására [392]. Nemcsak a közvetlen 
közelben tartózkodó sejtekre hatnak továbbá az antigén felismerésének következtében 
termelt citokinek, hanem az immunológiai szinapszis területén kívül eső 
membránterületekről olyan citokinek (például IL-6 vagy TNF) is felszabadulnak, 
melyeknek jelentős távolhatása is van [355, 393]. 
A TNF kibocsátását ugyan jellemzően az antigént bemutató sejtekhez kötjük, és 




fordított irányú kommunikációban is. Erre példa az a megfigyelés, miszerint a TNF 
jelentősen módosítja monociták készségét arra, hogy antigéneket mutassanak be [397, 
398] – akár autokrin módon hatva, akár a közelben éppen aktiválódó T-sejtekből az 
említett módon felszabadulva. Egészen más módon is befolyásolhatják továbbá a TNF 
fehérjecsaládba tartozó fehérjék az antigének bemutatásának sikerét kostimulációs 
funkciójuk révén [399–401]. Mivel az antigének bemutatását az EVk is több ponton 
befolyásolják [373], logikusan adódik a feltételezés, hogy a két szabályozási 
mechanizmus között létezik valamiféle kölcsönhatás. 
Különösen érdekes az EVk és TNF hatása közötti kapcsolat vizsgálata annak 
fényében, hogy a TNF előfordulhat a sejtmembrán integráns részeként, EVk felszínén 
[153, 154] és oldott formában is [396, 402, 403]. A TNF hatása szempontjából 
ugyanakkor egyáltalán nem mindegy, hogy – mátrixmetalloproteinázok általi hasítás 
után – valóban oldott hírvivőként vagy membránhoz kötött formában van jelen, hiszen 
más jelátviteli útvonalak indulnak a kétféle ligandról [402, 404]. A TNF receptoráról 
kiinduló jelzések sejtosztódáshoz, a génátíródás megváltozásához, vagy akár 
apoptózishoz is vezethetnek [405]. Kevésbé ismert még, hogy milyen jelátviteli utakat 
befolyásol a sejtfelszíni TNF receptorként [402, 406]. A TNF receptorai megjelenhetnek 
továbbá az extracelluláris térben – akár EVk felszínén is [407, 408]. Ez a sejtfelszíni 
receptorokkal versengve egyrészt egy szabályozó mechanizmus lehet, másrészt viszont 
az IFN példájából kiindulva a citokin szállítását is elősegíthetik az EVk felszínéhez 
kötötten [409]. 
A direkt kölcsönhatásokon kívül feltételezhető az is, hogy a TNF kibocsátását – 
ahogyan más citokinekét is – szintén befolyásolja az EVk jelenléte. Ezt támasztja alá az 
a megfigyelés is, hogy T-sejtek által kibocsátott EVk jelenlétében megváltozott a 
vizsgált monocita sejtek által termelt TNF mennyisége [383]. Az egyes autoimmun 
betegségekben az anti-TNF biológiai terápiák kiemelkedő hatékonysága [410–413] 
ellenére alig találunk az említett példán kívül utalást arra, hogy az EVk jelenléte, vagy 
hiánya (például egy olyan jól bevált kísérleti rendszerben, ahol a rekombináns citokint 
pufferben oldva adták hozzá egy sejtvonalhoz) hogyan befolyásolja a TNF hatását. 
Az extracelluláris térben élettani körülmények között egyaránt fellelhető 
citokinek és EVk hatása között tehát számos ponton kialakulhat kapcsolat. Indirekt 




segítése, citokinkötés és szállítás a keringésben, versengés a sejtfelszíni receptorral, a 
citokinek jelátvitelét vagy termelődését befolyásoló sejtfelszíni receptorok aktiválása, 
vagy a transzláció szabályozása miRNS célsejtbe juttatása révén. Az elméleti 
lehetőségen túl azonban nagyon kevés kísérleti adattal rendelkezünk a pontos 
mechanizmusokról. Márpedig ha valóban képesek az EVk modulálni a citokinek hatását, 
az minden bizonnyal pontosíthatná a citokinekről, sőt közvetve az egész immunrendszer 
működéséről alkotott ismereteinket. 
Különösen fontos lenne a már ma is sikeresen kiaknázott terápiás célpontok 
élettani szerepét minél pontosabban feltárni, hiszen ez járulhat hozzá ahhoz, hogy még 
hatékonyabbá, biztonságosabbá és akár személyre szabottá tudjuk tenni a terápiát. Ilyen 
terápiás célpont a TNF is, melynek kiiktatásán alapul az egyik leghatékonyabb kezelés 
bizonyos autoimmun betegségekben. Bár a mindennapi orvosi gyakorlat részévé váltak 
az ilyen módon ható szerek, a célba vett citokinekről alkotott ismereteink még ma sem 
teljesek. A mozaik egy jelentős, de még hiányzó darabja lehet az EVk hatásának 





I. A CCRF humán T-sejtes sejtvonal kondicionált médiumában található EVk 
és citokinek jellemzése 
Kísérleteink során az EVk donor-sejtvonalaként emberi CCRF T-sejtes 
sejtvonalat használtunk fel az EVk által kiváltott sejtélettani változások vizsgálatára. Jól 
ismert azonban, hogy az EVk biológiai hatásaival kapcsolatos kísérleti adatok igen 
ellentmondásosak [36]. Ennek okai igen összetettek, ám egy nagyon fontos tényező 
lehet az EVk heterogenitása, aminek következtében különböző eljárásokkal más-más 
típusú EVk dúsulnak fel a kísérletekhez felhasznált preparátumokban. Másrészt az EVk 
kinyerésére és „tisztítására” szolgáló eljárások között még ma is a nagysebességű 
centrifugálás a legelfogadottabb, amely viszont az EVk aggregációját okozva akár 
biológiai aktivitásukat is befolyásolhatja [414]. Az ilyen jellegű torzító hatások 
kiküszöbölésének érdekében adtuk közvetlenül a T-sejtes sejtkultúra felülúszóját a 
célsejtekhez, amelyben feltételezésünk szerint az EVk változatos típusai teljes épségben 
megtalálhatóak voltak. 
Rögtön felmerül azonban az a kérdés, hogy a sejtfelülúszó centrifugálás nélküli 
felhasználása EVk forrásaként nem torzítja-e más műtermékek (például a sejtek 
felülúszójába jelenlévő citokinek hatása) révén, de ugyanolyan mértékben az 
eredményeinket. Ennek kizárására a CCRF humán T-sejtek kondicionált 
sejtfelülúszójának vizsgálata során a következő kérdéseket igyekeztünk tisztázni: 
a. Kimutathatók-e egyáltalán az EVk a CCRF sejtvonal kondicionált 
felülúszójában – és ha igen, akkor ezek milyen felszíni antigének jelenlétével, 
milyen morfológiával és méreteloszlással jellemezhetőek? 
b. Ultracentrifugálással eltávolíthatók-e a sejtfelülúszóban található EVk, hogy így 
EV-mentes médiumot kapjunk?  
c. A CCRF sejtek kondicionált médiumában vagy a kiülepített EVk 
preparátumában számítani kell-e a kísérleteinkben az oldott állapotú hírvivők 




II. A T-sejtek által kibocsátott EVk és a rekombináns TNF együttes 
jelenlétének monocita sejtek génátíródására gyakorolt hatásának 
vizsgálata 
Az extracelluláris folyadékterekben együttesen előforduló oldott állapotú 
hírvivők és az EVk közötti kölcsönhatás vizsgálatához egy kulcsfontosságú citokin, a 
TNF szolgált számunkra az oldott állapotú hírvivők modelljeként. Az emberi CCRF T-
sejtes sejtvonal által kibocsátott EVk jelenlétében bekövetkező génexpressziós 
változásokat pedig U937 monocita sejtvonal sejtjein figyeltük meg. A T-sejtek által 
kibocsátott EVk citokin-hatást módosító tulajdonságával kapcsolatban már 
rendelkezésre állnak kísérletes adatok [388]. Míg azonban a leírt kísérleti rendszerben 
az EVk autokrin szabályozásban vettek részt, az immunválasz szempontjából legalább 
ilyen jelentősége van a parakrin információáramlásnak. 
A CCRF humán T-sejtes sejtvonal sejtfelülúszójában található EVk és a TNF 
hatására U937 humán monocita sejtvonal sejtjeiben bekövetkező génexpressziós 
változásokkal kapcsolatban az alábbi kérdéseket igyekeztünk megválaszolni: 
a. A TNF, a T-sejtek által kibocsátott EVk, vagy a két tényező együttes jelenléte 
mellett mely gének kifejeződése változik meg egy monocita sejtvonal sejtjeiben? 
b. A TNF és az EVk hatásának összevetése alapján hogyan csoportosíthatók a 
megváltozott átíródást mutató gének?  
c. A génkifejeződés globális vizsgálata során megfigyelt legfontosabb változások 
reprodukálhatóak-e az egyedi gének vagy géntermékek szintjén? 
d. A szakirodalomban ajánlott differenciálcentrifugálási lépések segítségével 
nyert EV preparátumok valamelyike képes-e reprodukálni a sejtfelülúszó 




III. A globális génexpressziós vizsgálat során megfigyelt változások biológiai 
jelentősége 
A CCRF humán T-sejtes sejtvonal által kibocsátott EVk és a sejtfelülúszóban 
található EVk és a TNF jelenlétében megfigyelt génexpressziós változásokat 
igyekeztünk az egyedi gének szintjén túl a génekhez köthető biológiai funkció 
szempontjából is vizsgálni. Ezzel a megközelítéssel az alábbi kérdésekre vártunk választ: 
a. Az egyes kísérleti körülmények között szignifikáns mértékben megváltozott 
átíródást mutató gének milyen biológiai folyamatokban vesznek részt? 
b. A génkifejeződés globális mintázata mely biológiailag releváns génhalmazok 
tagjainak dúsulását mutatja? 
c. Egy, a génkifejeződés megváltozásának mintázata alapján relevánsnak tartott 
biológiai folyamatot, a kemotaxist hogyan befolyásolja a TNF, a MVk vagy a 
két tényező együttes jelenléte? 
IV. A génkifejeződés megfigyelt változásaihoz köthető lehetséges 
effektormolekulák azonosítása 
A TNF hatásának modulálása szempontjából igen érdekes az az irodalmi adat, 
miszerint az EVk felszínén TNF receptor is található és ennek révén a citokin 
szállításában is érintettek lehetnek [415]. Az EVk összetett struktúrájából következően 
azonban számos egyéb, membránfelszínhez kötött vagy a vezikulák lumenében található 
fehérje, nukleinsav vagy lipidmediátor is szerepet játszhat az általunk megfigyelt 
változásokban. Ennek megfelelően az EVk hatásmechanizmusának feltárásához az 
alábbi kérdések megválaszolásán keresztül igyekeztünk hozzájárulni: 
a. Az általunk vizsgált kísérleti rendszerben felvetődik-e a MVk felszínéhez 
esetlegesen kötődő TNF jelentősége? 
b. Milyen fehérjék jelenlétére kell számítani az EVk, illetve a MVk felszínén vagy 
belsejében?  
c. EVk – vagy kifejezetten MVk – által szállított fehérjék hatással lehetnek-e a 
TNF jelátvitelére? 
d. Az EVk vizsgálata során már leírt génregulatorikus elemek (pl. miRNS 




3 Anyagok és módszerek 
3.1 A vizsgált sejtek és EVk 
3.1.1 Sejtvonalak és fenntartásuk 
A CCRF-CEM humán T sejtvonalat, valamint az U937 és a THP-1 humán 
monocita sejtvonalakat az ATCC-től szereztük be. A sejtkultúrákat RPMI 
tápfolyadékban (Sigma, Budapest) tenyésztettük, mely tápoldat 10% magzati borjúsavót 
(PAA, Budapest), 2mM glutamint, 100-100 U/mL penicilint és streptomycint, valamint 
0,5 % ciprofloxacint (Fresenius Kabi, Budapest) tartalmazott 37 °C-on 5 % CO2-ot 
tartalmazó légkör mellett. A sejtvonalak Mycoplasma-fertőzöttségét DAPI-festésen 
alapuló rendszeres ellenőrző vizsgálatok elvégzésével zártuk ki. 
3.1.2 EV-tartalmú és EV-mentes felülúszó előállítása 
Az EV donbor CCRF sejteket addig szaporítottuk, míg konfluens tenyészetet 
nem kaptunk. A kísérletek megkezdése előtt, miután a magzati borjúsavót tartalmazó, a 
sejtkultúra növekedéséhez szükséges médiumot eltávolítottuk és lemostuk, a sejteket 
szérummentes, 0,5% ciprofloxacint tartalmazó RPMI tápfolyadékban (Sigma, Budapest) 
szuszpendáltuk fel. Az ebben a környezetben, 0,5x10
6
 sejt/mL-es kezdeti sejtsűrűség 
mellett 24 óra alatt keletkezett EVk kerültek a későbbiekben felhasználásra. 
Az EV-tartalmú sejtfelülúszót 10 percig 300 g-vel centrifugáltuk, hogy a minden 
sejtet leülepítsünk és a sejtmentes felülúszót használhassuk a továbbiakban. Az EV-
mentes (kontroll) minta elkészítéséhez a 300g-vel 10 percen keresztüli centrifugálással 
sejtmentesített felülúszót tovább centrifugáltuk 20 500 g-vel 20 percig, hogy a nagyobb 
méretű (és az ultracentirfugálás szempontjából esetleg sérülékenyebb) EVk 
kiülepedjenek, majd az így kapott felülúszót még további 60 percig 100 000g 
ultracentrifugálásnak tettük ki, hogy a legkisebb méretű EVk is leülepedjenek. Az EV-
mentes felülúszó előállításához az ultracentrifugálás után kapott felülúszót még egy 200 
nm-es pórusátmérőjű szűrőn (Millipore, Budapest) is átszűrtük, hogy a centrifugálási 
lépések után esetlegesen megmaradt néhány EV is eltávolításra kerüljön. Mivel nagy 
nyomást alkalmazva a szűrő nagyobb vezikulákat „feldarabolhat” kisebbekre, és ezzel 
együtt EV törmelék kerülhetne a mintába, ezért szűrést mindig csak a már lecentrifugált 




megelégedtünk azzal, hogy a (maximum 10 cm magas) folyadékoszlop hidrosztatikai 
nyomása juttassa át a felülúszót a szűrőn. 
3.1.3 U937 sejtek tenyésztése EVk, TNF vagy a két tényező együttes jelenlétében 
Az előzőekben leírt módon nyert EV-tartalmú és EV-mentes kondicionált 
médiumot két-két részre osztottuk. A preparátumok egyik feléhez rekombináns TNF 
(Sigma, Budapest) citokint adtunk 10 ng/mL végkoncentrációban. Ilyen módon 
összesen négyféle különböző összetételű kondicionált médiumot kaptunk, melyeket 
U937 sejtekhez adtunk oly módon, hogy megközelítőleg 10
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 CCRF sejt által termelt 
EV-t tartalmazó kondicionált médiumban 5x10
6
 U937 sejtet vettünk fel a 
törzstenyészetből. A kondicionált médiumok jelenlétében 6-lyukú szövetkultúrás 
lemezen 24 órán keresztül 37 °C-on, 5 % CO2-tartalom mellett tenyésztettük az U937 
sejteket, majd 300g-vel 5 percig centrifugálva kiülepítettük őket és PBS-sel megmostuk 
az RNS-izolálás előtt. A sejtfelülúszót -80 °C-on tároltuk későbbi ELISA módszerrel 
történő citokinprofil elemzéshez. A kísérleteket négy, egymástól független ismétlésben 
végeztük el. 
3.1.4 EV preparátumok előállítása 
Az EV-preparátumok izolálásához két különböző differenciál-centrifugálási 
protokollt használtunk. Mindkét eljárás első lépései során 300g 10 perces centrifugálás 
segítségével kiülepítettük a sejteket a felülúszóból, majd a sejtes elemek lehető 
legteljesebb eltávolításának érdekében a lecentrifugált sejtfelülúszót még egy 5 µm-es 
pórusátmérőjű szűrőn is átszűrtük a szűrő feletti maximum 10 cm-es folyadékoszlop 
hidrosztatikai nyomása segítségével. Az így sejtmentesített, majd leszűrt felülúszót 
tovább ülepítettük 2000g-s centrifugálással 20 percen keresztül, hogy a néhány ezer 
nanométeres nagyságrendbe eső részecskék (mai tudásunk szerint elsősorban 
apoptotikus testek) is eltávolításra kerüljenek a mintából. Az így kapott felülúszót ismét 
leszűrtük az előzőleg leírt módon, de itt egy 800 nm-es pórusátmérőjű szűrővel. Az első 
eljárás során végezetül 12500g-vel 10 percig centrifugáltuk az ismételten átszűrt 
felülúszót, amely így várhatóan elsősorban mikrovezikulákat (MVk) tartalmazott. Egy 
másik eljárás során a végső centrifugálási lépésben 20000g-t alkalmaztunk 40 percig, 





Mindkét eljárás során a végső centrifugálási lépés során nyert üledéket az 
előzőleg már leírt módon elkészített EV-mentes, CCRF-eredetű kondicionált 
sejtfelülúszóban szuszpendáltuk fel, mielőtt az U937 sejtek sejttenyésztő folyadékához 
adtuk volna őket. Ennek, az EVk mikrovezikula csoportjával dúsított felülúszónak a 
hatását a teljes EV-tartalmú kondicionált médium (a CCRF sejtek ülepítése után 300g 
10 perces centrifugálással, majd pedig 5 µm pórusátmérőjű szűrés után), valamint a 
teljesen EV-mentes sejtfelülúszó hatásával vetettük össze. 
A donor és recipiens sejtek arányát 5:1 körüli értéken igyekeztünk tartani, 
amennyiben hozzávetőlegesen 5 x 10
6
 CCRF sejt által termelt MV vagy MV és 
exoszóma preparátumot adtunk 1 x 10
6
 U937 sejthez. Az így kapott MV preparátumok 
átlagos fehérjetartalma alapján számítva, ezzel az eljárással a CCRF sejtek 
tenyésztőfolyadékának minden mL-je átlagosan 20 µg fehérjét magában foglaló MV-
preparátumot, vagy MVk és exoszómák 25 µg-nyi keverékét tartalmazta. Az EVk közül 
legnagyobbrészt MV frakciót tartalmazó (10 percig 12500g-vel centrifugált) preparátum 
hatásának vizsgálatakor 10 ng/mL végkoncentrációban TNF-et is adtunk egyes 
mintákhoz, hogy a tisztított EV frakciók és a TNF kombinált hatását is lemérhessük. 
Ebben a környezetben 24 órán keresztül 37 °C-on, 5 % CO2-tartalmú légkör mellett 
tenyésztettük az U937 sejteket, mielőtt egy 300 g-s 5 perces centrifugálási lépés során 
leülepítettük és megmostuk őket, hogy RNS-t izoláljunk a sejtes frakcióból. 
3.1.5 TNF citokint csak a felszínükön hordozó MV preparátumok előállítása 
Annak vizsgálatára, hogy a TNF és MVk együttes alkalmazása során az eltérő 
hatásért a MVk felszínére kötődő TNF lehet-e felelős, az izolált MVk preparátumát 10 
ng/mL TNF-et tartalmazó RPMI tenyésztőfolyadékban szuszpendáltuk fel és ebben 30 
percig tartottuk 37 °C-on. Az inkubációs idő leteltével a MVk leülepítése egy 40 percig 
tartó 20000g-s centrifugálás (itt nem kellett attól tartani, hogy exoszómák is együtt 
ülepednek) segítségével történt. Ezt az üledéket ismét szérummentes RPMI 
tápfolyadékban vettük fel (a kiindulási térfogatnak megfelelő mennyiségű folyadékot 
hozzáadva) és ebben a környezetben 24 órán keresztül 37 °C-on, 5 % CO2-tartalmú 
légkör mellett tenyésztettük az U937 sejteket. Kontrollként az előzőleg már leírt módon 
izolált MVk RPMI médiumban felvett preparátuma jelenlétében tenyésztett U937 sejtek 
szolgáltak, illetve a 10 ng/mL végkoncentrációjú TNF-et is ilyen módon előkészített 




3.2 Az EV preparátumok minőségellenőrzése 
3.2.1 Áramlási citometria 
A CCRF sejtek által termelt EVk felszínén található antigének kimutatásához 
egy FACSCalibur áramlási citométer (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA) volt 
segítségünkre segítségével. A műszer beállításait Megamix kalibrációs gyöngyök 
(BioCytex, Marseille) felhasználásával optimalizáltuk, ahogyan az a jelenleg elfogadott 
szakmai ajánlásokban és korábbi munkáinkban is szerepel [271, 272, 276]. A 
kalibrációs gyöngyök méretéből kiindulva helyeztük el a kiértékelés során azokat a 
kapukat, melyeken belül az EVk által létrehozott jeleket vártuk. Ezt a megközelítést 
egészítette ki a szilika kalibrációs gyöngyök (Kisker Biotech, Steinfurt) használata [416, 
417]. A fikoeritrinnel (PE) jelölt, CD63 elleni antitestet és a fluoreszcein-izotiocianáttal 
(FITC) jelölt, CD9 elleni antitestet a Sigma-Aldrich-tól rendeltük; a FITC jelölt 
Annexin V-öt, a szintén FITC jelöléssel ellátott CD5, CD71 és CD33 elleni antitesteket, 
valamint a PE jelöléssel ellátott CD33 elleni antitestet a BD Biosciences gyártotta. 
A fluorokrómmal jelölt Annexint V, illetve a megfelelő antitestek kötődésére a 
megközelítőleg 5 mL kondicionált médiumnak megfelelő mennyiségű EV-t tartalmazó 
mintához 1 ul jelölőanyagot adtunk, majd szobahőmérsékleten, sötétben 20 percet állni 
hagytunk. A jelölt minták áramlási citometriás vizsgálata során közepes áramlási 
sebesség mellett 60 másodpercig számláltuk az előre meghatározott feltételeknek 
megfelelő események számát. A háttérzaj mértékének megállapításhoz azt a puffert is 
lemértük, amelyben a mintákat felszuszpendáltuk a festési eljárás során. Ez az Annexin 
V esetében 5 mM EDTA-t is tartalmazó Annexin-kötő puffer volt, míg az antitestek 
esetében PBS. 
Annak megerősítésére, hogy az áramlási citometriás mérés eredményeként 
kapott jelek valóban vezikuláris struktúrákból (tehát EVk valamely frakciójából) 
származnak, es nem fehérje-aggregátumokból, a korábban közölt eredményeinkre 
támaszkodva a minták lemérése után 0,1%-os végkoncentrációban Triton X-100 
hozzáadása után a mérést megismételtük [271]. Ez a lépés a fluoreszcens jelek jelentős 
részének eltűnéséhez vezetett, igazolván a jelek vezikuláris természetét. Az így kapott 
eseményszámot az első (detergens nélküli) mérés értékéből levonva, a felszíni antigént 





Ahhoz, hogy képet alkothassunk a kísérleteinkhez felhasznált EVk 
morfológiájáról, a kondicionált médiumokból vett reprezentatív mintákat további 60 
percig ultracentrifugáltuk 100 000 g mellett. Az ultracentrifugálás után a felülúszókat 
leszívtuk és a kapott üledéket 4 %-os paraformaldehidet tartalmazó 0,01 M-os PBS-ben 
fixáltuk szobahőmérsékleten, 60 percig. A paraformaldehid oldatot a fixálás végeztével 
PBS-sel mostuk ki, majd a mintákat 1 %-os OsO4 oldatban utófixáltuk 30 percig. 
Ezután a pelleteket fokozatosan emelkedő koncentrációjú alkohol oldatok sorozatában 
dehidratáltuk. A dehidratációs lépés részeként 50 %-os etanolban oldott 1 %-os uranil-
acetáttal történt a minta kontrasztozása 30 percig. Végül az üledékeket Taab 812 (Taab, 
Budapest) polimerbe ágyaztük be, melyet 60 °C-on hagytunk megkötni. Az ultravékony 
metszetek elemzése Hitachi 7100 elektronmikroszkóp segítségével történt, amely 
Megaview II (Soft Imaging System) digitális kamerával volt felszerelve. 
3.2.3 Coulter-elv szerinti részecskeszámlálás 
Annak érdekében, hogy felmérhessük, milyen méretű EVk vannak jelen a 
kísérleteinkhez használt EV-tartalmú sejtfelülúszóban, valamint azt megerősítendő, 
hogy az EV-mentes felülúszó valóban nem tartalmaz vezikuláris struktúrákat, a 
kondicionált médiumot a qNano (IZON Science, New Zealand) készülékkel is 
vizsgáltuk [294, 418]. A részecskék számát három percen keresztül számoltuk 200 nm-
es (NP200) és 400 nm-es (NP400) pórusátmérőjű nanopórus-membránok két oldala 
között létrehozott 10 vízcentiméteres nyomáskülönbség mellett. A membrán két oldalán 
lévő folyadékkamrák közötti potenciálkülönbséget 0,1 és 0,25 V közötti értékre 
állítottuk be, amivel stabil 100 nA körüli áramerősséget tudtuk elérni. A mérési 
eredmények a rendszer egyensúlyi állapotában kerültek rögzítésre, amikor a részecskék 
véletlenszerű mozgásából eredő átlagos zajintenzitás 12 pA alatti értéken stabilizálódott, 
a részecskék megközelítőleg egyenletes sebességgel haladtak át a póruson és nem 
tapasztaltunk a pórus eltömődésére utaló jelet. 
A részecskék méretére vonatkozó becslésekhez az NP200-as jelű membránhoz a 
CPC200B kalibrációs gyöngyöket használtuk (átmérőjük módusza 203 nm), míg az 
NP400-as jelű membránhoz az SKP400D gyöngyöket (átmérők módusza 335 nm), a 




részecskék (jelen esetben RPMI médiumban 1:10 000-es hígításban). Mind a 
nanopórus-membránokat, mind a kalibrációs gyöngyöket az IZON Science-től rendeltük. 
Azokban a kísérletekben, ahol az EV-mentes sejtfelülúszó minőségét kívántuk 
ellenőrizni, a mérni kívánt mintához is adtunk ismert mennyiségű referenciagyöngyöt 
(az SKP400D kalibrációs gyöngyöket 4,5x10
7
 részecske/mL-es végkoncentrációban), 
majd így is megismételtük a mérést, hogy kizárjuk annak lehetőségét, hogy csupán a 
nanopórus eltömődése miatt nem észleltünk nanorészecskék jelenlétére utaló jeleket. 
3.2.4 Az EV-preparátumokat szennyező TNF jelenlétének kizárása 
A CCRF sejtek kondicionált médiumában vagy az EV preparátumokban 
esetlegesen megtalálható TNF mennyiségét TNF DuoSet ELISA development kit (R&D 
Biosystems) segítségével ellenőriztük. Az ELISA vizsgálat kivitelezése során a gyártó 
ajánlásai szerint jártunk el. 
3.3 Az EVk jelenlétében tapasztalható biológiai válaszok vizsgálata 
3.3.1 RNS izolálás 
Az U937 sejtek teljes RNS-tartalmának kivonása egy "PureLink Total RNA kit" 
(Ambion Life Sciences, Budapest) segítségével történt, a gyártó utasításai szerint. Az 
RNS tisztaságának és integritásának ellenőrzésére "Bioanalyzer RNA chip" (Agilent, 
Kromat, Budapest) mikrofluidikai rendszert használtunk, az RNS koncentrációját pedig 
NanoDrop spektrofotométerrel mértük le a gyártó által RNS meghatározásához ajánlott 
beállítások mellett. 
3.3.2 Génexpressziós microarray vizsgálat 
A jelölt cRNS az Agilent Low Input QuickAmp Kit segítségével készült a gyártó 
ajánlásai szerint, amely aztán egy 4 × 44 k Whole Human Genom oligo microarray 
(Agilent) lemezre került a globális génexpressziós változások kimutatása céljából. A 
génexpressziós microarray vizsgálat eredményeinek értékelése az alábbiakban 
részletezett módon történt. A tanulmányban szereplő génexpressziós vizsgálatok 
eredményeként kapott minden adatot elérhetővé tettünk az NCBI Gene Expression 
Omnibus (GEO) [15] adatbázisán keresztül és így az adatbázis GEO Series felületén a 
GSE47897 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE47897) azonosító 





A microarray módszerrel kimutatott globális génexpressziós változások 
megerősítésére az egyedileg is szignifikáns változásokat mutató gének közül a 
jelentősebbek kifejeződését valósidejű PCR-rel is vizsgáltuk. Az RNS izolálása után a 
reverz transzkripcióhoz a 40 µL térfogatú reakcióelegy 2 µL RNS-t, 5 mM 
végkoncentrációjú MgCl2-t, 10 mM végkoncentrációjú dNTP-t (Promega, Budapest), 
random primereket (Promega) és 2 µL MuLV reverz transzkriptáz enzimet (Roche, 
Budaörs) tartalmazott, mely a reakcióelegyben 50 U/µL aktivitással bírt. A reakciókat 
Perkin Elmer DNA Thermal Cycler 480 típusú PCR készülékben kiviteleztük a 
következő beállítások mellett: 42 °C 40 perc, 99 °C 5 perc, majd 20 °C 5 perc. A 
kvantitatív valósidejű PCR reakciókban a HPRT (belső kontrollként szolgáló háztartási 
gén), CD36, CD82, CNR2, IL8, CCL2, CXCL2, NPC1, ICAM1, MMP9, és SMPD3 
génekről átíródó mRNS-hez tervezett Taqman próbákat használtuk fel az egyes gének 
kifejeződésének vizsgálatára. Az egyedi gének kifejeződésének mértékét Applied 
Biosystems 7900HT Fast Real-Time PCR készülék segítségével vizsgáltuk, a következő 
beállítások mellett: 20 perc 95 °C-on, majd 40 cikluson keresztül 1 másodperces 95 °C-
os denaturáció után, 20-20 másodpercet hagytunk a bekötődésre és a 
láncmeghosszabbításra; mindkettőt 60 °C-on. 
3.3.4 U937 sejtek által termelt citokinek mennyiségének mérése 
Ahhoz, hogy kimutathassuk, vajon a génexpressziós változások a fehérjék 
mennyiségében is képesek változást eredményezni, az U937 sejtek felülúszójában 
található IL-8 és CCL2 citokinek koncentrációját ELISA módszerrel mértük. IL-8 
DuoSet ELISA development kit (R&D Biosystems, Biomedica, Budapest) illetve egy 
Human MCP-1/CCL2 ELISA kit (Sigma, Budapest) segítségével az említett citokinek 
koncentrációját a gyártó által ajánlott eljárást követve határoztuk meg. 
3.3.5 Kemotaktikus aktivitás felmérése 
A THP-1 humán monocita sejtvonal kemotaktikus válaszát egy NeuroProbe® 
MBB 96 kamra (NeuroProbe, Gaithersburg, MD, USA) segítségével határoztuk meg. A 
kemotaxis vizsgálat megkezdése előtt az U937 sejteket izolált MV-preparátumok 
jelenlétében tenyészettük, TNF hozzáadása mellet, vagy anélkül. Ezután az U937 




a sejteket), annak érdekében, hogy a MVkat teljes mértékben eltávolítsuk a mintából. A 
stimulált (EVk és/vagy TNF jelenlétében tenyésztett) vagy stimulálatlan U937 sejtek 
kondicionált médiumát egy – a rendszer alsó kamrájaként szolgáló – 96-lyukú 
mikrotiter-lemez egyes lyukaiba helyeztük. A felülúszót tartalmazó alsó kamrától egy 5 
µm-es pórusátmérőjű polikarbonát membrán (NeuroProbe) választotta el a THP-1 
sejteket tartalmazó felső kamrát. 
A két kamra között a sejtek szabadon közlekedhettek 3 órán keresztül, miközben 
a rendszert 37 °C-on tartottuk, 5 % CO2-tartalom mellett. Az inkubációs idő leteltével a 
pozitív kemotaktikus választ adó – tehát az alsó kamrában található – sejtek számát az 
alamarBlue® (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) eljárás segítségével határoztuk meg. A 
sejteket 8 órán keresztül tartottuk a festék jelenlétében, 37 °C-on és 5 % CO2-tartalom 
mellett, majd egy LS-50B Luminescence Spectrometer (PerkinElmer, Waltham, MA, 
USA) fluoreszcens módra is képes lemezolvasó segítségével, 570 nm-es excitációs és 
585 nm-es emissziós hullámhosszak beállítása mellett mértük a mikrotiter-lemez egyes 
lyukainak a sejtszámmal arányos fluoreszcencia-intenzitását. 
3.4 Adatelemzés 
3.4.1 A microarray adatainak statisztikai értékelése 
A génexpressziós microarray lemezről leolvasott fluoreszcenciaintenzitási 
adatokat az Agilent által fejlesztett GeneSpring GX szoftver segítségével alakítottuk 
génexpressziós értékekké és az adatelemzés első lépéseként ennek a szoftverenek a 
statisztikai értékelését használtuk fel. A mintákat négy csoportba sorolhattuk a recipiens 
sejteket ért hatások alapján. A kontroll csoport azoknak az U937 setjeknek a 
génexpresszióját mutatta, melyek EV-mentes médiumban és TNF hozzáadása nélkül 
növekedtek. Egy-egy csoportot alkottak azok a minták, melyek TNF vagy EVk 
jelenlétében növekvő U937 sejtekből származtak, míg a negyedik csoport mind EVk, 
mind pedig TNF hatásának ki volt téve. Mindegyik csoportba három-három, egymástól 
független kísérletből származó minta tartozott. 
A további statisztikai elemzés során azokat a géneket vizsgáltuk, ahol legalább 
az egyik oligonukleotid szonda fluoreszcenciaértékei több mint kétszeres 
génexpressziós változást mutattak (akár növekedést, akár csökkenést) a kontroll 




hibaüzenet. Ezeknek a génexpressziós változásoknak a statisztikai jelentőségét egyutas 
ANOVA teszt segítségével állapítottuk meg, Tukey-féle post hoc teszttel, és a 
többszörös hipotézisekre vonatkozó Benjamini–Hochberg-féle korrekcióval kiegészítve. 
Statisztikailag szignifikánsnak értékeltük azokat a génexpressziós változásokat, ahol a 
korrekció utáni p érték 0,05-nél kisebbnek bizonyult. 
3.4.2 A génkifejeződés szignifikáns változásához köthető funkcionális kategóriák 
keresése 
A szignifikáns génkifejeződésbeli eltérések által befolyásolt biológiai funkciók 
azonosításához a PANTHER adatbázis (http://pantherdb.org/) [419, 420] gén ontológiai 
csoportosítását (GO), illetve a Reactome adatbázis (http://www.reactome.org/) [421, 
422] fogalmi hálózatát vettük figyelembe. Az érintett gének fehérjetermékei közötti 
fizikai kapcsolatok lehetőségét, koexpressziós kapcsolatokat, valamint a közös 
funkcionális doméneket a GeneMania [423–425] platform (http://genemania.org/) 
segítségével térképeztük fel. Az EVk jelenlétében szignifikáns mértékben csökkent 
átíródást mutató géneket szabályozó miRNS molekulákat a miRWalk 2.0 [426, 427] 
adatbázisa (http://zmf.umm.uni-heidelberg.de/apps/zmf/mirwalk2/) segítségével 
igyekeztünk azonosítani, az egyes transzkripciós faktorok által szabályozott géneket 
pedig a RegNetwork [428] (http://www.regnetworkweb.org/) és a TRRUST [429] 
(http://www.grnpedia.org/trrust/) adatbázisokból kérdeztük le. Keresésünk során csak a 
kísérletesen validált célpontokat vettük figyelembe. 
3.4.3 Génhalmaz alapú elemzés (GSEA) 
Az egyedi gének kifejeződésében külön-külön megfigyelhető változások 
statisztikai elemzése mellett azt is vizsgáltuk, hogy különböző gének funkcionálisan 
összetartozó csoportjainak expressziója vajon együtt változik-e. Ez az alternatív 
megközelítés abból indul ki, hogy ha egy környezeti tényező hatására olyan 
génexpressziós változások következnek be, amelyek elősegítenek egy adott funkciót, 
akkor az abban szerepet játszó gének közül többnek is egyirányba fog változni a 
kifejeződésének mértéke. Ha ezzel szemben a funkcionális csoportnak csupán néhány 
eleme változik, vagy a változások iránya nem egyhangú, akkor valószínűbb, hogy az 
egyébként statisztikailag szignifikáns változást mutató gének asszociációja egy 




A Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) [430] módszeren alapul a Broad 
Institute honlapján szabadon hozzáférhető webes szolgáltatás 
(http://www.broadinstitute.org/gsea/index.jsp), melynek a GSEA v3.1 verzióját 
használtuk adataink elemzéséhez. Az eljárás részeként a vizsgált elemeknek az egyes 
csoportok közötti véletlenszerű összecserélésével jönnek létre azok a csoportok, 
melyeket a statisztikai elemzés kontrollként tud felhasználni. Az egyes elemek a 
fenotípusos és a genotípusos csoportok között is kicserélhetők, de mivel esetünkben 
csak négy különböző fenotípusos lehetőséget vizsgáltunk, a szoftver fejlesztőinek 
ajánlásaival összhangban minden GSEA elemzésben a genotípusok alapján végeztünk el 
1000 permutációt a statisztikai hipotézis ellenőrzése során. 
A funkcionális géncsoportokat (gene sets) a Molecular Signatures Database 
(MSigDB v.3.1) [431] adatbázisból töltöttük le, az adatbázis c2, c3, c4 és c5 részeire 
koncentrálva. Nem használtuk fel az elemzésben azokat a géncsoportokat, melyekbe 
kevesebb, mint 15 gén tartozott, mivel itt nagyon kicsi a GSEA módszer statisztikai 
ereje; sem pedig az 500 génnél többet tartalmazó csoportokat, hiszen ott aránytalanul 
megnövekedett számítási igények mellett is nagyon nehéz lett volna statisztikai 
szignifikanciát elérni. A megmaradó géncsoportok közül választottuk ki azokat, 
melyekben 25% alatti téves találati arány (False Detection Rate, FDR) és 5 % alatti 
nominális p érék mellett is szignifikáns mértékben dúsultak fel az egyirányba változó 
gének. A Molecular Signatures Database c5 részében a gén ontológiai fogalmak alapján 
összeállított listák találhatók, a c3 részben pedig a miRNS molekulák és transzkripciós 
faktorok által ismert módon szabályozott géncsoportok.  
3.4.4 Az egyedi génekre összpontosító kísérletek eredményeinek statisztikai 
értékelése 
A microarray eredmények statisztikai elemzésén túl egyutas ANOVA módszert 
használtunk az ELISA és a valósidejű PCR eredmények, valamint a kemotaktikus 
mérések kiértékeléséhez. Mivel itt az alacsony esetszám miatt nem lehetett normál 
eloszlást feltételezni, az elemzés során Kruskal-Wallis tesztet használtunk Dunn-féle 
post hoc teszttel kombinálva. Ezeknek a statisztikai elemzéseknek a kivitelezésében a 




3.4.5 Az EVk és MVk által szállított fehérjék, illetve miRNS molekulák azonosítása 
Az EVk által szállított fehérjék és miRNS molekulák csoportját az EVpedia [432, 
433] adatbázisból kérdeztük le. A MVk fehérjekészletének összeírásához a 
szakirodalomban közölt nagy áteresztőképességű vizsgálatok eredményeire 
támaszkodtunk. Az „exosome” vagy „exosomes”, „microvesicle” vagy „microvesicles” 
vagy „microparticle” vagy „microparticles” és „proteome” vagy „proteomics” vagy 
„mass spectrometry” keresőszavak kombinációi segítségével a PudMed adatbázisból 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) letöltött cikkek közül azok adatait használtuk fel, 
melyekben – metodikájuk alapján feltételezhetően – valóban MVk alkották a vizsgált 
minta nagyobb részét. Kizártuk tehát az egyetlen nagysebességú (100 000g-s) 
ultracentrifugálási lépést alkalmazó cikkeket az elemzésből, és előnyben részesítettük a 
10 000g és 40 000g közötti centrifugálással kiülepített struktúrákat vizsgáló 
tanulmányok adatsorait. Külön kezeltük azt az egy cikket, melyben a MVk forrásául 
ugyanaz a CCRF-CEM T-sejtes sejtvonal szolgált, mint a mi kísérleti rendszerünkben. 
3.4.6 Adatbázislekérdezések automatizálása és az azonosítók megfeleltetése 
A microarray vizsgálat elemzése során kapott adattömeg strukturált tárolásához 
és lekérdezéséhez Python v2.7 programnyelven [434] írt szkripteket hívtunk segítségül. 
Hasonlóképpen, a MVk fehérjekészletével kapcsolatban összegyűjtött adatok kezelésére, 
az egyes cikkek fehérjekészletének összehasonlítására és az ábrázoláshoz szükséges 
formátumba öntéséhez is Python nyelven írt szkripteket alkalmaztunk. Az automatizált 
lekérdezések eredményeinek értékeléséhez szükséges statisztikai teszteket a SciPy 
programcsomag függvényeivel végeztük el. A MVk fehérjekészletének részeként 
azonosított fehérjékről elérhető információk UniProt adatbázisból történő automatizált 
letöltéséhez és az adatbázisfájlok beolvasásához a BioPython programcsomag [435] 
megfelelő komponenseit használtuk fel. A különböző források által hivatkozott 
azonosítók közötti megfeleltetésben a UniProt adatbázis ID mapping szolgáltatását 
használtuk, melynek eredményeit szintén a BioPython programcsomag függvényei 




3.5 Az eredmények szemléletes ábrázolása 
3.5.1 Egy EV méretarányos modelljének ábrázolása 
A – számítási kapacitásbeli korlátok alapján választott – 25 nm átmérőjű, 
lipidmembránból és néhány fehérje, illetve RNS összetevőből álló EV méretarányos 
modellének elkészítéséhez a Takamori és munkatársai [436] által modellezett 
szinaptikus vezikulából indultunk ki. A lipidmembrán elkészítéséhez 3100 db 
foszfatidilkolin molekulát helyeztünk el egymástól átlagosan 0,56 nm-re, de leglább 0,4 
nm-re a külső membránrétegnek megfelelő gömb mentén, míg 1600 foszfatidilkolin 
molekulát a belső membránnak megfelelően a Packmol szofver [437] segítségével. Az 
így kapott PDB fájlt a PyMol modellezőprogram [438] segítségével jelenítettük meg és 
szerkesztettük. 
Az EVk jellegzetes sejtfelszíni fehérjéjét, a CD63 molekulát hozzáférhető 
térszerkezeti adatok hiányában – a legközelebbi rokon fehérjének, a CD81-nek is 
csupán a nagy extracelluláris hurok térszerkezetét sikerült eddig meghatározni – a 
Swiss-Model [439] segítségével kialakított konformációban ábrázoltuk. Az MHC 
térszerkezetét a PDB adatbázis 1OGA azonosítójú bejegyzése alapján rajzoltuk fel [440]. 
Az enoláz 1 enzim szerkezetét a 2PSN azonosítójú bejegyzés (Hyo és munkatársainak 
nem közölt eredménye) alapján ábrázoltuk [441]. Az EVk belsejében egyik 
leggyakrabban kimutatott miRNS molekula, a let-7 miRNS Ago-1 fehérjével alkotott 
komplexének szerkezetét a 4KRF azonosítójú bejegyzésből emeltük ki [442]. Hogy az 
ábrán egy még látványosabb RNS hurok is megjelenhessen, az 1A4D azonosítójú, 
bakteriális 5S RNS molekula modelljét is elhelyeztük az EV belsejében [443]. 
3.5.2 A génkifejeződés alapján hasonlónak mutatkozó csoportok hőtérképes 
ábrázolásmódja 
A génexpressziós változások szemléletes megjelenítésére hőtérképes 
ábrázolásmódot (heatmap) is alkalmaztunk a GeneSpring szoftver beépítéett funkciói 
egyikének segítségével. Ehhez az ábrázolásmódhoz az egyes géneket hierarchikus 
klaszterezés segítségével csoportosítottuk a Pearson-féle központi hasonlóság érték és a 
középpontok összekötésének szabálya felhasználásával. Az egyes klasztereket, 
melyeken belül a génexpressziós változások mintázata nagy hasonlóságot mutat, egy "k 




3.5.3 Egyes fehérjék közötti kapcsolatok hálózatos ábrázolása 
A vizsgált gének kapcsolatrendszerének szemléletes megjelenítésére hálózatos 
ábrázolásmódot alkalmaztunk, mely hálózatokat a Cytoscape v3.4.0 segítségével 
készítettük el [444, 445]. Ilyen ábrák készültek a GeneMania szfotver segítségével 
megalkotott koexpressziós és fizikai interakciós hálózatokból, illetve egyes gének és 
funkcionális kategóriák közötti kapcsolatok ábrázolásakor is. A GSEA módszer alapján 
a génexpressziós változások által leginkább érintett ontológiák szemléltetésére a 
Cytoscape Enrichment Map (GSEA-EM) plugin-jét használtuk [446]. A GSEA-EM 
által előállított hálózatok az alapértelmezett beállításokkal készültek (p értékének 
küszöbe 0,005; FDR küszöbe 0,1; átfedési koefficiens 0,5, kombinált konstans 0,5). 
Mivel a gén ontológiai fogalmak gyakran átfednek egymással, vagy alá-fölé 
rendeltségi viszonyban vannak, a biológiai funkciók szempontjából az eredmények 
gyakran redundánsak. A redundancia csökkentése és a többszörösen alátámasztott 
eredmények kiemelése érdekében a GSEA módszer által szignifikánsnak tartott 
ontológiákból a Cytoscape Wordcloud plugin-je [447] segítségével készítettük el a 
szófelhőket, és a szavak együttes előfordulási gyakoriságát szemléltető hálózatot. 
Az EVk belsejében leírt fehérjék és a TNF jelátviteli útvonal KEGG 
adatbázisban (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes, 
http://www.genome.jp/kegg/) nyilvántartott tagjai között feltátelezhető funkcionális 
kapcsolatokat a Cytoscape program KEGGscape plugin-je segítségével ábrázoltuk. 
3.5.4 Táblázatok és grafikonok 
Az adatsorok táblázatos megjelenítéséhez és egyes grafikonok elkészítéséhez a 
Microsoft Office Excel 2007 táblázatkezelőt alkalmaztuk. A gén ontológiák 
megoszlását mutató kördiagrammok és a génkifejeződés mértékét különböző kísérleti 
elrendezésekben bemutató szórásdiagrammokat a Python programnyelvet kiegészítő 
Matplotlib szkriptek [448] segítségével készültek. 
Az egyedi gének kifejeződését, fehérjetermékek mennyiségét, illetve a 
kemotaxis mértékét jelző grafikonok a GraphPad Prism v4 szoftverrel készültek. A 
MVk egyes tanulmányok által közölt fehérjekészlete közötti átfedéseket a Cytoscape 
program beépített Venn és Euler diagramm készítő funkciója segítségével ábrázoltuk. A 





4.1 CCRF humán T-sejtes sejtvonal kondicionált felülúszójának jellemzői 
4.1.1 Az EVk jelenlétének kimutatása a sejtvonal felülúszójában és jellemzőik 
Az EVk jelenlététnek kimutatására alkalmas egyszerű módszer az áramlási 
citometria, mely során az EVk felszínén ismert módon előforduló antigénekhez 
kapcsolódó fluoreszcens jelölés segíti a detektálást. Áramlási citometriás eredményeink 
alapján a CCRF humán T-sejtes sejtvonal felülúszójában valóban megtalálhatóak voltak 
olyan struktúrák, melyek felszínéhez kötődött az annexin V, illetve jelen volt rajtuk 
CD63, CD71 és CD33 is. Csak alacsony mértékben sikerült CD5 jelenlétét kimutatni, 
CD9-re pedig az általunk vizsgált struktúrák negatívnak bizonyultak (4. ábra). Azt, 
hogy ezeket a jeleket valóban membránnal körülhatárolt vezikulák eredményezték, a 
munkacsoport által korábban kidolgozott [271] differenciál detergens lízis segítségével 
bizonyítottuk. Az EVk felszínéhez kötődő, jelölt molekulákból származó jel eltűnt 0,1% 
Triton X-100 jelenlétében, ami alapján kijelenthető, hogy a kimutatott antigének 
valóban membránnal határolt, vezikuláris struktúrákon voltak jelen. 
 
4. ábra: A CCRF sejtek által kibocsátott EVk felszínén kimutatható antigének. A 
fekete kontúr jelöli az első mérés során kapott fluoreszcenciaintenzitás-hisztogramot, 




Az EVk jelenlétének a jellegzetes antigéneket hordozó struktúráknál még 
erősebb bizonyítéka, ha sikerül közvetlenül képet alkotni róluk. Ehhez üledéket 
szükséges nyerni az EVk forrásául szolgáló folyadékból. A CCRF sejtek kondicionált 
médiumában található EVk további jellemzéséhez tehát 24 órán keresztül tenyésztettük 
a sejteket, melyekből ez alatt az idő alatt szabadon keletkezhettek EVk. A kondicionált 
médiumból differenciálcentrifugálást végeztünk, és a 100 000g-s ultracentrifugálással 
nyert üledéket vizsgáltuk elektronmikroszkóppal. 
 
5. ábra: 100 000g-s ultracentrifugálás üledékében található EVk 
elektronmikroszkópos képe [387] 
A vizsgált üledékben valóban láthatók EVk, amelyek a centrifugálás ellenére 
szemlátomást sértetlen állapotban vannak (5. ábra). Jól látható, hogy számos kerek, 
folytonos kettős lipidmembránnal körülvett és közepes elektrondenzitású anyaggal 
kitöltött struktúra került az üledékbe, amelyek többsége megközelítőleg a MVk 
mérettartományába esik. Elvétve láthatók az üledékben kisebb, csésze-alakú, de szintén 
folytonos membránnal körülvett struktúrák is, melyek morfológiájuk és méretük (100 
nm körüli átmérőjük) alapján exoszómáknak felelhetnek meg. 
A CCRF sejtek EV-tartalmú felülúszójának egy részét IZON qNano készülék 
segítségével is lemértük az elektronmikroszkópos képek tanulsága alapján választott 
NP200-as és NP400-as membránokon. Ezzel a módszerrel a Coulter-elvnek 




as membrán optimális mérettartományában a 150 nm-es átmérőnél nagyobb, de 
többségében 400-600 nm-nél kisebb részecskék detektálására nyílik mód. Igen kevés 
részecskét (és elsősorban a felső mérettartomány-határ közelében) sikerült detektálni, 
ezért a továbbiakban az NP400-as membránnal mért eredményekről lesz szó 
részletesebben. 
 
6. ábra: A CCRF sejtvonal által kibocsátott EVk méreteloszlása. Izon qNano 
készüléken, NP400-es membránnal mérve [387]. 
Az NP400-as membrán tapasztalataink szerint 250 nm-től közel 1 µm-ig képest 
a részecskék számának meghatározására. Ebben a mérettartományban sikerült is 
detektálni a CCRF sejtek felülúszójában található EVk egy jelentős részét (6. ábra), 
melyek többsége a 350 nm körüli módusz átmérő alapján feltételezhetően MV. A 
részecskeszámlálás eredményeiből kiindulva 1 ml sejtfelülúszóban a MVk mennyisége 
mintegy 2x10
8
 nagyságrendűre becsülhető. 
4.1.2 Az EVk sikeres eltávolításának ellenőrzése 
Az ultracentrifugálással EV-mentesített sejtfelülúszóban sem áramlási 
citometriával, sem elektronmikroszkópiával, sem pedig a Coulter-elven alapuló 
részecskemérés segítségével nem voltak kimutathatók EVk. Áramlási citometriás 
méréseink során az annexin V hozzáadása után észlelt események száma alig 





7. ábra: A CCRF sejtek EV-mentes felülúszójának „spike-in” mérése. CCRF sejtek 
60 percig 100 000g gyorsulással ultracentrifugált felülúszóját kalibrációs gyöngyökkel 
dúsítva (EV-mentes felülúszó) kalibrációs gyöngyöket szúrt tenyésztőfolyadékban 
felvéve. Izon qNano készüléken, NP400-es membránnal mérve [387]. 
Azt kizárandó, hogy a jelek hiánya méréstechnikai műtermék lenne, a Coulter-
elv szerinti mérés során az EV-mentes sejtfelülúszóhoz ismert méretű és koncentrációjú 
kalibrációs gyöngyöt is adtunk. Ezeket a gyöngyöket a várt méreteloszlás mentén és az 
ismert koncentrációtartománynak megfelelő mennyiségben sikerült detektálni. Ha a 
kalibrációs gyöngyöket tartalmazó EV-mentes médiumban mérhető jelekből kivonjuk 
az üres RPMI médiumban felvett kalibrációs gyöngyök jelét (azaz a gyöngyök által 
adott komponenst), akkor az alapvonalat kapjuk vissza (7. ábra). Ez alapján kijelenthető, 
hogy a 60 perces, 100 000g-s ultracentrifugáláson alapuló vezikulamentesítési 
eljárásunkkal valóban eltávolításra kerültek az EVk, és ez a sejtfelülúszó valóban 
felhasználható viszonyítási alapként. 
4.1.3 TNF kimutatása az EV preparátumokból 
Logikus felvetés, hogy akár maguk az EV-k, vagy éppen az EV-mentes 
felülúszó is tartalmazhat citokineket – különös tekintettel a TNF-re. Annak 
ellenőrzésére, hogy a CCRF humán T-sejtes sejtvonal felülúszója valóban tartalmaz-e 
TNF citokint, a kísérletek során felhasznált preparátumokat ELISA módszerrel 
ellenőriztük. Valóban sikerült is kimutatni 10 pg/ml nagyságrendbeli koncentrációjú 
TNF jelenlétét a CCRF sejtek felülúszójában, de szignifikáns különbséget nem találtunk 





8. ábra: A CCRF sejtvonal felülúszójábol izolált EV típusok TNF citokintartalma. 
A sejtmentesített felülúszó jelölése „S/N”, az EV-mentesített felülúszó az „EV-free 
S/N”, míg az „AB” apoptotikus testeket jelöl (ELISA) [387]. 
4.2 A CCRF T-sejtes sejtvonal által kibocsátott EVk és a TNF kombinatorikus 
hatása az U937 monocita sejtvonal génexpressziójára 
4.2.1 A vizsgált tényezők jelenlétében szignifikáns transzkripciós változást 
elszenvedő gének azonosítása 
Az U937 humán monocita sejtvonal sejtjeinek globális génexpressziós 
változásait microarray módszerrel vizsgálva több, statisztikailag szignifikáns változást 
mutató gént és lókuszt találtunk. A kontroll mintához képest legalább kétszeres 
génexpressziós változást mutató (tehát biológiailag szignifikánsnak tekinthető) és jó 
minőségű fluoreszcens jelet adó génszondák közül egyutas ANOVA analízis alapján 
202 változása bizonyult statisztikailag szignifikánsnak (p<0,05), melyek 154 egyedi 
génhez vagy genetikai lókuszhoz köthetők. Ennek a 154 génnek a kifejeződésében 
bekövetkező változások irányát (növekedését vagy csökkenését) egy Venn-diagramon is 





9. ábra: Szignifikáns mértékben megváltozott kifejeződést mutató gének száma 
EVk, TNF vagy a két tényező egyidejű jelenlétében. A nyilak a génexpressziós 
változás irányát mutatják, a nyilakba és a Venn diagram területére írt számok pedig az 
adott halmazba tartozó elemek mennyiségét jelölik [387]. 
A kontroll minta (EV- és TNF-mentes felülúszó) hatásával páronként 
összehasonlítva az egyes kezelések hatását, azt találtuk, hogy TNF hatására 80, EVk 
hatására 82, kombinált kezelés hatására pedig 83 gén kifejeződése változott meg 
statisztikailag szignifikáns mértékben. Ebből az EVk hatására növekedett az átíródása 
43 génnek és csökkent 39 génnek. A TNF jelenlétében ezzel szemben 61 gén esetében 
fokozott átíródást tapasztaltunk, míg csak 19 olyan gént találtunk, melyeknek 
szignifikánsan csökkent az átíródása. A két tényező együttes jelenlétében a TNF 
jelenlétében megfigyeltekhez valamelyest hasonló módon 57 gén átíródása fokozódott, 





10. ábra: Statisztikaliag szignifikáns mértékben befolyásolt gének kifejeződése 
különböző kísérleti elrendezésekben. Sötét pontok és szürke boxplot jelölik az összes 
gén mérési eredményét magába foglaló hátteret, míg színes pontok (pirossal a pozitív, 
kékkel a negatív váétozások) és fekete boxplot jelölik az adott kategóriába eső génekhez 
tartozó próbák esetében mért értékeket. 
Az esetek többségében hasonló irányú volt a változás akkor, ha több mint egy 
kísérleti elrendezésben találtuk szignifikáns mértékben megváltozottnak egy adott gén 
átíródását (10. ábra). A 154 génből csupán 2 kivételt találtunk, ahol az EVk jelenlétben 
csökkent, míg TNF, vagy EVk és TNF jelenlétében nőtt a génátíródás. Azonosítottunk 
továbbá 13 olyan gént, amelynek a kifejeződése mindhárom kísérleti elrendezésben 
változott a kontrolhoz képest. A legnagyobb átfedést a TNF és az EVk és TNF együttes 
jelenlétében tapasztalható változások között találtuk (46 gén), míg csak 3 olyan gént 
találtunk, melyek EVk hatására és TNF hatására is megváltozott átíródást mutattak, de a 
kombinált kezelés hatására nem. 
Az EVk által befolyásolt gének közül a nagy többség (51 gén) átíródása csak 
EVk jelenlétében változott, míg a TNF hozzáadása mintegy kioltotta ezeket a 
változásokat, és a 82 génből csak 26 gén esetében figyelhettünk meg az EVk által 
kiváltottakhoz hasonló hatásokat akkor, ha a TNF is jelen volt a rendszerben. Ebből a 
26 génből 13 kifejeződését maga a TNF is hasonló módon befolyásolta, mint az EVk, 
így csak 13 génről lehet kijelenteni, hogy valóban az EVk hatáskomponensét képviseli a 
kombinált kezelés esetén. Ezzel szemben áll a TNF hatáskomponensének tekinthető 46 
gén, melyeket a TNF és a kombinált kezelés hatása egyaránt befolyásol. Mindössze 10 
olyan gént találtunk, melyek kifejeződése a két tényező egyedi jelenléte mellett nem 




1. táblázat: A microarray vizsgálat alapján szignifikáns változást mutató gének 
[387]. 
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Az egyes kísérleti változók által befolyásolt konkrét géneket kigyűjtve (1. 
táblázat) elmondható, hogy az EVk és TNF ellentétesen befolyásolják a CIITA és 
ZMIZ3 géneket, minek következtében az EVk jelenlétében nő, EVk és TNF együttes 
jelenlétében pedig csökken az átíródásuk. Mindhárom kezelés csökkenti az IGLL5 és a 
RBKS gének átíródását és növeli a BCL2A1, CCL2, CHI3L1, CXCL2, CYP1A1, 
FCAR, GPR68, HIVEP1, RBMS3, RELB és RGS1 génekét. 
A TNF és az EVk együttes jelenléte esetén megfigyelt változásokkal 
kapcsolatban alapvetően a TNF hatása érvényesül az ADAMDEC1, BCL3, BIRC3, 
CASK, CHRNA6, CHST2, CXCL10, CXCL11, CXCL3, EGR2, ETS2, GFPT2, GHRL, 
GRP84, HBEGF, HLA-DPA1, HLA-DPB1, ICAM1, IFIH1, IL8, KCNAB1, MFSD2A, 
MMP9, NFE2L3, NFKB2, NFKBIA, NR2F2, PTGER4, PTX3, PYROXD2, REPS2, 




gének esetében. A két tényező együttes jelenléte mellett az EVk tehetők felelőssé ezzel 
szemben a CD82, DOLPP1, WDR81, ZFYVE26, AKAP7, MDP1, MT1B, NKAPP1 és 
NKX2-1 gének átíródásának megváltozásáért. Csak az EVk és a TNF együttes jelenléte 
befolyásolja azonban a KLF6, PPP1R15A, TOR3A, ABLIM1, CCDC121, GOLPH3L, 
L3MBTL1, RDM1 és SLC40A1 gének kifejeződését, melyek szignifikáns változását 
nem sikerült kimutatni EVk és a TNF egyedüli jelenlétében. 
Éppen fordított a helyzet az IL17RA, a PLA2G4C és a STX11 gének esetében, 
melyek átíródását a két tényező együttes jelenléte nem befolyásolja, hanem csak külön a 
TNF és külön az EVk. A CD36, CD48, CD74, EML1, IL4I1, NFKBIE, STX1A, 
TNFAIP6, ZFHX3, BLNK, CCDC11, CTSS, ICAM5, POLD3, SRGN és ZMAT1 
esetében a TNF szintén csak egymagában képes befolyásolni a gének kifejeződését, míg 
az EVk egyidejű jelenléte mellett nem. Még több gén esetében figyelhetünk meg 
hasonló jelenséget csak EVk jelenlétében. Az ALG14, AP3B2, CNR2, CPLX3, 
DMBX1, ERBB4, HILS, LYSMD1, MYO3B, NEIL1, NPC1, RPS26, SCG3, SMPD3, 
SWT1, SYT11, UBXN8, WFIKKN1, ZC3HAV1, APITD1, BOLA3, CLEC2B, 
CXCL14, DYNLL1, FJX1, GAMT, HDDC3, IFT46, L3MBTL3, METTL10, MFAP4, 
MFSD3, MNAT1, MYCBP, NSFL1C, PCSK5, SCD, TBXAS1, THG1L, TMEM54, 
UBE2D4, VPS4A, VPS54, VTI1B és XK gének átíródása statisztikailag szignifikáns 
módon megváltozik ugyan EVk hatására, azonban ilyen változást az EVk és TNF 
együttes jelenléte mellett nem sikerült kimutatni. 
4.2.2 A génátíródás változásának mintázata alapján felállított géncsoportok 
(klaszterek) 
Az EVk és a TNF hatása közötti összefüggések pontosabb megértése érdekében 
a kontrolhoz vagy egymáshoz képest statisztikailag szignifikáns eltérést mutató géneket 
(többutas ANOVA alapján p<0,05) az egyes kísérleti elrendezésekben megfigyelt 
génexpressziós mintázatuk alapján kívántuk csoportosítani. A 197, statisztikailag és 
biológiailag egyaránt szgnifikáns (a kontrollhoz képest legalább kétszeres változást 
mutató) génszonda 165 olyan génhez vagy genetikai lókuszhoz köthető, melyek 
átíródása valamelyik kísérleti elrendezésben statisztikailag szignifikánsan eltérő módon 
alakult, mint a másik három esetben. Ezeket a géneket hat, jól elkülönülő csoportra (I-





11. ábra: A statisztikailag szignifikáns változást mutató gének expressziós 
mintázata alapján felállított géncsoportok (klaszterek). Piros szín jelöli a 
megnövekedett kifejeződést, kék pedig a csökkent értékeket. A sárga szín 
elhanyagolható mértékű változásra utal. Az egyes kísérleti elrendezésekben egy adott 
gén esetében mért értékeket egy vonal köti össze [387]. 
Az EVk hatása leginkább az I. és a VI. klaszterben volt jelentős, míg az ezekbe 
az osztályokba sorolt génekre a TNF-nek viszonylag kis hatása volt. Az I. klaszterbe 45 
lókusz tartozik, amelyek átíródása csökken az EVk hatására (azonosítható gének a AGK, 
APITD1, ATF5, BOLA3, CCDC121, CLEC2B, COMMD7, COQ3, CXCL14, 
DYNLL1, ELAC1, FJX1, GAMT, GOLPH3L, HDDC3, IFT46, L3MBTL3, MDP1, 
METTL10, MFAP4, MFSD3, MNAT1, MYCBP, NKAPP1, NKX2-1, NSFL1C, 
PCSK5, SCD, SOCS2, TBXAS1, TMEM54, UBE2D4, VPS4A, VPS5A, VT1B, XK, 
ZNF187 és ZNF70 voltak). A VI. klaszter ezzel szemben azt a 23 lókuszt tartalmazta, 
amelyeknek az EVk hatására fokozódott az átíródása (ezek közül azonosított gének az 
ALG14, AP3B2, CELF6, CNR2, CPLX3, CXCL10, DMBX1, ERBB4, HILS1, 
LYSMD1, NEIL1, RPS26, SCG3, SMPD3, SWT1, SYT11, UBXN8, WFIKKN1, 
ZC3HAV1 és ZFYVE26 voltak). Mindkét klaszter esetében elmondató volt, hogy a 
génexpressziós változások iránya és mértéke hasonló volt akkor, ha csak EVk vagy EVk 





A II. klaszterbe ismét az a 24 lókusz került, amelyeknek csökkent a kifejeződése 
a kontrolhoz képest, ám ebben az esetben a hatásért elsősorban a TNF volt felelős és az 
EVk hatása jelentéktelen volt (azonosítható gének az ABLIM1, AKAP7, BLINK, 
CCDC11, CD160, CTSS, FOS, ICAM5, IGLL1, IGLL5, L3MBTL1, MT1B, PLAC8, 
POLD3, RBKS, RBM22, RDM1, SLC40A1, SRGN, ZKSCAN3 és ZMAT1  voltak). A 
maradék három klaszterbe sorolt gének esetében a génátíródás fokozódását figyeltük 
meg, de elsősorban itt is TNF hatására. A III. (7 lókusz) és a IV. klaszter (27 lókusz) 
között alig fedezhető fel különbség, hiszen mindkét esetben közel azonos mértékű 
változást látunk a TNF és a TNF és EVk együttes jelenlétének hatása között. Ugyan a 
III. klaszter olyan géneket tartalmaz (ADAMDEC1, CXCL2, GHRL, GPR68, IL8, 
MMP9 és PLA2G4C), melyek átíródását az EVk önmagukban is fokozzák, de ez 
eltörpül a TNF sokkal markánsabb hatásához képest és a két tényező hatása között 
legfeljebb additivitás áll fent. A IV. klaszterbe sorolt gének esetében (CASK, CD74, 
CHST2, CIITA, GFPT2, HBEGF, HLA-DPA1, HLA-DPB1, ICAM1, IFIH1, KCNAB1, 
MFSD2A, NFE2L3, NFKB2, NFKBIA, NFKBIE, PTGER4, PTX3, PYROXD2, 
REPS2, S1PR2, SLAMF8, TNFAIP6, ZFHX3, ZMIZ2) az EVk hatása még kisebb volt 
és az EVk és a TNF együttes hatása gyakorlatilag megegyezett a TNF egyedüli 
jelenlétének hatásával. 
Az EVk és a TNF kölcsönhatása szempontjából talán a legérdekesebb gének az 
V. klaszterben találhatóak (BCL2A1, BCL3, BIRC3, C3, CCL2, CD36, CD48, CD82, 
CHI3L1, CHRNA6, CXCL11, CXCL3, CYP1A1, DOLPP1, EGR2, EML1, ETS2, 
GPR84, HIVEP1, IL14I1, IL17RA, IQCE, JHDM1D, KLF6, MYO3B, NPC1, NR2F2, 
PPP1R15A, RBMS3, RELB, RGS1, SGK1, STX11, STX1A, TNFAIP3, TOR3A, 
UPB1, WDR81). Ugyan a TNF és az EVk külön-külön is fokozták (néhány kivételtől 
eltekintve) ennek a 39 lókusznak az átíródását, az EVk és a TNF együttes jelenléte 
azonban akár még jelentősebb változást idézett elő a gének kifejeződésében. 
4.2.3 A génátíródás változásának megerősítése az egyedi gének szintjén 
A microarray módszerrel kimutatott globális génexpressziós változások alapján 
levont következtetéseink megerősítésére egyes kulcsfontosságú gének kifejeződését 
ellenőriztük kvantitatív, valósidejű PCR segítségével. A microarray vizsgálat 
eredményei alapján statisztikailag szignifikáns változást mutató, és több 




alapján az IL-8, a CCL2, a CXCL2, a CD36, a CD82, az ICAM1, az NPC1, a MMP9, a 
CNR2 és az SMPD3 gének kifejeződésének változását igyekeztünk megerősíteni. A 
gének átíródását a globális génexpressziós vizsgálat kísérleti felállásával megegyező 
körülmények között tanulmányozva a microarray vizsgálat eredményeivel jól 
összevethető adatokat kaptunk. 
 
 
12. ábra: A microarray alapján leírt változások megerősítése az egyedi gének 
szintjén. A HPRT génre vetített relatív génexpressziós értékek (Gex(HPRT)) közötti 





Mind a TNF, mind az EVk és a TNF együttes jelenléte fokozta a CCL2 
génátíródását, statisztikailag szignifikáns változás azonban csak a két tényező együttes 
jelenlétében történt. Hasonló jelenséget figyelhettünk meg az IL-8, a CD82, az ICAM1, 
az NPC1 esetében (12. ábra). Ezekre a génekre vonatkozóan tehát még a globális 
génexpressziós vizsgálatok eredményeinél is markánsabban igaz az a megfigyelés, hogy 
az EVk és TNF együttes jelenléte erősebb hatással bír, mint a két tényező külön-külön, 
és ez a kölcsönhatás legalább additív. Elsősorban a TNF hatása érvényesült a MMP9 és 
CXCL2 gének átíródásában. Míg a CXCL2 esetében egyértelműen látszott, hogy a 
kontrollhoz képest a TNF az EVk jelenléte mellett és anélkül is fokozza kifejeződését   - 
és ez statisztikailag szignifikánsnak is adódott. Az MMP9 esetében az EVk hatásához 
képest szignifikáns különbséget találtunk a TNF vagy az EVk és TNF együttes jelenléte 
hatásában. 
Az EVk jelenlétében némiképpen fokozott átíródási tendenciát mutatott a CNR2, 
az SMPD3 és a CD36 gén. Statisztikailag azonban csak az SMPD3 esetében sikerült 
szignifikáns különbséget kimutatni az EVk jelenlétében és azok hiányában mérhető 
génkifejeződés között. Az EVk hatásának jelentőségét támasztja alá továbbá az SMPD3 
esetében az is, hogy statisztikai szignifikanciát el nem érő mértékben, de tendencia 
szintjén mégis fokozódott a génexpresszió EVk és TNF együttes jelenléte esetén. A 
CNR2 és a CD36 esetében a statisztikai szignifikanciát az EVk egyedüli jelenléte és a 
TNF egyedüli jelenléte között tudtuk kimutatni. 
 
13. ábra: Az IL-8 és a CCL2 gének fehérjetermékeinek szintje a vizsgált kísérleti 
tényezők jelenlétében. Az U937 sejtek felülúszójában mért fehérjekoncentráció értékek 




A génátíródás szintjén megjelenő változások mellett az is vizsgáltuk, hogy a 
génkifejeződés fokozódása együttjár-e a fehérjetermékek mennyiségének fokozódásával. 
Két kulcs kemokin, a CCL2 és az IL-8 szintjét az U937 sejtek felülúszójában ELISA 
módszerrel mérve (n = 6) azt találtuk, hogy bár a CCL2 szintjének emelkedése nem éri 
el a statisztikai szignifikancia szintjét EVk, TNF vagy a kettő együttes jelenlétében, az 
IL-8 szintje egyértelműen, statisztikailag szignifikáns módon emelkedett a TNF, illetve 
a TNF és EVk együttes jelenlétében (13. ábra). 
4.2.4 A sejtfelülúszóban találálható EVk jelenlétében megfigyelt hatások igazolása 
izolált EVk felhasználásával 
Nem zárható ki, hogy a globális génexpressziós vizsgálatokhoz felhasznált EV-
tartalmú kondicionált médium több különböző EV típust tartalmazott, és ezek nem 
azonos mértékben vették ki a részüket az általunk megfigyelt változások előidézéséből. 
A CCRF sejtvonal felülúszójának jellemzése alapján elsősorban MVk és jóval kisebb 
mennyiségben exoszómák jelenlétével számolhatunk, így az eredményeink 
szempontjából legfontosabb EV frakció azonosítására is MV preparátumot, illetve egy, 
a MVk és exoszomák által együttesen alkotott mintát állítottunk elő. 
 
14. ábra: Izolált EV preparátumok jelenlétében végbemenő génexpressziós 
változások összehasonlítása. A HPRT génre vetített relatív génexpressziós értékek 
(Gex(HPRT)) közötti statisztikailag szignifikáns eltéréseket és a szignifikanciaszinteket 




Az EVk nagyobb spektrumát tartalmazó kondicionált sejtfelülúszóhoz képest 
csak a CD36 esetében találtunk szignifikáns eltérést, amennyiben az izolált MVk jobban 
fokozták a gén kifejeződését (14. ábra). A CNR2 génjének átírodását ebben a kísérleti 
rendszerben csak az exoszómák és MVk keverékét tartalmazó minta hozzáadása fokozta 
statisztikailag szignifikáns mértékben, jóllehet hasonló tendenciákat a MV-tartalmú és a 
teljes EV-spektrumot tartalmazó kondicionált médium esetében is megfigyelhettünk. A 
CCL2 kemokin esetében pedig éppen fordított helyzetet láttunk, ugyanis az 
exoszómákat is tartalmazó preparátum jóval kisebb mértékben, a statisztikai 
szignifikanciát el sem érő módon befolyásolta a CCL2 génjének kifejeződését, míg a 
MVk és az EV-tartalmú kondicionált médium egyaránt statisztikailag is szignifikáns 
módon fokozta a gén átíródását. Az IL-8 esetében viszont ebben a kísérleti rendszerben 
nem sikerült kimutatni statisztikailag szignifikáns génexpressziós különbséget egyik 
EV-típus jelenlétében sem az EV-mentes kondicionált médiumhoz képest. 
Bár azt sikerült kimutatni, hogy az általunk hozzáadott mennyiséggel 
összevethető koncentrációjú TNF nincs jelen sem a CCRF humán T-sejtes sejtvonal 
felülúszójában, sem pedig az EV preparátumokban, mégsem volt teljesen kizárható 
valamely citokin jelenléte a vizsgált mintákban. Eredményeink alapján az EVk 
jelenlétében megfigyelt hatások legnagyobb részéért továbbá a MVk tehetők felelőssé. 
Legfontosabb kísérleteket ezért úgy is megismételtük, hogy üres RPMI médiumban 
vettük fel a CCRF sejtek által kibocsátott MVk üledékét. 
 
15. ábra: Az IL-8 génjének kifejeződése olyan kísérleti rendszerben, ahol a jeátvivő 
anyagokat üres RPMI médiumban vettük fel. A HPRT génre vetített relatív 
génexpressziós értékek (Gex(HPRT)) közötti statisztikailag szignifikáns eltéréseket és a 




Ha az U937 sejteket RPMI médiumban reszuszpendált MV frakció és/vagy 10 
ng/mL TNF jelenlétében tartottuk, csak abban az esetben lehetett igazolni az IL-8 gén 
kifejeződésében szignifikáns változást, ha mindkét tényező együttesen jelen volt (15. 
ábra). Az IL-8 génjének átíródása ráadásul jóval nagyobb mértékben fokozódott, mint 
akár MVk, akár TNF jelenlétében, mely akár egy egyszerű additív kölcsönhatásnál 
többre is utalhat. 
4.3 Az EVk, illetve a TNF jelenlétében megfigyelt változásokkal összefüggésbe 
hozható biológiai folyamatok 
4.3.1 A szignifikáns változást mutató génekhez köthető biológiai folyamatok 
Elsőként az EVk jelenlétében statisztikailag szignifikáns mértékben 
megváltozott kifejeződést mutató gének által kódolt fehérjék biológiai szerepét 
igyekeztünk azonosítani a PANTHER adatbázis [419, 420] gén ontológiái (GO) alapján 
(16. ábra). Az adatbázisból lekérdezhető eredmények szerint elsősorban olyan fehérjék 
génjének átíródása változik meg EVk jelenlétében, melyek legfontosabb szerepe a 
kötődés (pl. receptorok, transzkripciós faktorok). Ezek a fehérjék továbbá többnyire az 
intracelluláris térben, valamilyen sejtszervecskén helyezkednek el. 
Ha ugyanezeket az ontológiákat külön-külön, az EVk jelenlétében 
megnövekedett, illetve csökkent átíródást mutató gének csoportjaira vetítve vizsgáljuk, 
akkor igen hasonló eredményeket kapunk (külön nem ábrázolva), azzal a különbséggel, 
hogy a katalitikus aktivitással rendelkező fehérjék génjei valamivel többen tartoznak a 
csökkent génkifejeződést mutató csoportba, mint a megnövekedett expressziót mutató 
gének közé. A csökkent átíródást mutató gének között találjuk továbbá azokat az EVk 
jelenléte által befolyásolt géneket, melyek valamely sejtorganellum fehérjéjét kódolják 
(DYNLL1, IFT46, MFSD3, MNAT1, NSFL1C, VPS4A, VPS54 és VTI1B). 
Érdekes módon, ezek a fehérjék ráadásul szintén fontosak az intracelluláris 
vezikulák forgalmának irányításában. A citokinek és kemokinek által közvetített 
gyulladásos útvonal (CCL2, MYO3B, RELB, RGS1) minden általunk kimutatott 
tagjának fokozódott a kifejeződése EVk jelenlétében. Statisztikai megközelítéssel 
vizsgálva valamely útvonal vagy ontológia tagjainak felülreprezentáltságát a humán 
proteomhoz képest azonban nem kaptunk olyan szignifikáns eredményt, amely a 





16. ábra: Az EVk jelenlétében szignifikáns módon megváltozott génekhez köthető 
ontológiák megoszlása. A GO PANTHER adatbázis alapján készült ábrán az egyes 
kategóriák az összes megváltozott átíródást mutató gén közül az adott kategóriával 
összefüggésbe hozható gének aránya alapján vannak sorba rendezve. 
A TNF jelenlétében statisztikailag szignifikáns módon megváltozott génekhez 
köthető funkciók között szintén a receptor és transzkripciós faktor aktivitást, valamint 
az enzimekkel kapcsolatos folyamatokat találunk túlsúlyban. A TNF ismert hatásának 
megfelelően elsősorban az apoptózis útvonalának és más immunológiai folyamatoknak 
(gyulladás, T-sejtek és B-sejtek aktivációja, mintázatfelismerő receptorok általi 
felismerés) a tagjai érintettek. Ezek a gének jelentős részben sejtmembránhoz kötött 
vagy extracelluláris térbe kibocsátott fehérjéket kódolnak. Ettől alig tér el az EVk és a 
TNF együttes jelenléte mellett megfigyelt változások biológiai relevanciája. 
Statisztikailag szignifikáns felülreprezentációt azonban ehhez a két kísérleti 




A gén ontológiákhoz hasonló fogalomrendszer érhető el a Reactome 
adatbázisban is, amely nemcsak egyes biokémiai reakciókban résztvevő géneket és 
géntermékeket tart nyilván, hanem magukat a reakciókat is hierarchikus hálózatba 
rendezi. Amennyiben ezen a hálózaton belül keressük a legnagyobb átlagos változást 
elszenvedő tagsággal rendelkező csoportokat, csak néhány, jellemzően csökkent 
kifejeződést mutató csoportot találunk. Érdemes azonban megjegyezni, hogy ezek közül 
számos csoport hozható összefüggésbe valamilyen jelátviteli útvonallal. Kismértékben 
csökkenő tendenciát mutat EVk jelenlétében az FGFR1, és a WNT útvonal génjeinek 
kifejeződése, míg az ERK jelátvitelé fokozottabbnak mutatkozik. 
 
17. ábra: Fizikai interakciók TNF jelenlétében megváltozott átíródást mutató 
gének fehérjetermékei között. A statisztikailag szignifikáns változást elszenvedő 
gének között leírt fizikai kapcsolatok közül a GeneMania elemzése alapján leginkább 
releváns éleket és a legnagyobb elemszámú hálózatot ábrázoltuk (a sötét csomópontok 
megnövekedett, a világosak csökkent kifejeződést jelölnek). 
Mivel a gén ontológiák közül minden kísérleti elrendezésben előkelő helyen 
szerepelt a kötődés jelentősége, felmerült, hogy a változások által érintett gének 
fehérjetermékei egymással fizikai interakciót is létesíthetnek. Ennek a lehetőségnek a 
vizsgálatához a GeneMania [423–425] platform segítségével igyekeztünk felderíteni az 
egyes gének közötti funkcionális kapcsolatokat (ismert koexpresszió, kolokalizáció, 
génkölcsönhatások vagy a géntermékek közötti fizikális kapcsolat, esetleg hasonló 
funkcióval rendelkező domének jelenléte). A legnagyobb kiterjedésű, fizikai 
kölcsönhatáson alapuló hálózat a TNF jelenlétében megváltozott kifejeződést mutató 




Az EVk és TNF együttes jelenléte mellett megváltozott átíródást mutató gének 
között is hasonló, bár kisebb hálózat bontakozott ki (a NFKBIE hiányzott). Ezen 
túlmenően azonban csak igen kevés fizikális kapcsolatot találtunk a megváltozott 
kifejeződést mutató gének között (például a HLA-DPA1 és HLA-DPB2 vagy a CD48 és 
ICAM). Az EVk által befolyásolt génekhez pedig csak egyetlen fizikális kapcsolatot 
tudtunk hozzárendelni (a NPC1 és a VPS4A között). 
 
18. ábra: Az EVk egyedüli és a TNF citokinnal egyidejű jelenléte közötti 
legnagyobb eltérést mutatő gének hálózata. A csomópontok bal oldalán a TNF, jobb 
oldalán az EVk hatása, a kék szín csökkenést, a piros növekedést jelez [387]. 
Végül a TNF hatásának EVk általi befolyásolását olyan megközelítéssel is 
megpróbáltuk kimutatni, hogy az EVk és TNF együttes jelenlétében a TNF hatásától 
szignifikáns eltérést mutató géneket és az azok között fellelhető funkcionális 
kapcsolatokat vizsgáltuk (18. ábra). Az egyes genetikai lókuszokat körök jelképezik, 
melyek színe az átíródás mértékét jelzi a kontrollhoz képest. A jobb oldali félkör színe a 




GeneMania elemzése alapján több olyan gén is van, melyek tartalmazzák az Il-8 
kemokinszerű domént (CCL2, CXCL2 és CXCL14), míg a CNR2 és GPR68 két, a 
membránt hétszer átérő transzmembrán receptor. 
4.3.2 A génkifejeződés változása által halmozottan érintett géncsoportok 
Teljesen eltérő, gének helyett génpanelekre összpontosító megközelítést képvisel 
a GSEA módszertana [430], amely nem csak a statisztikailag szignifikáns változást 
mutató géneket veszi figyelembe, hanem minden, módszertanilag megalapozott 
eredményt adó génszonda adatait. 
 
2. táblázat: Az EVk jelenlétében megfigyelhető génexpressziós változások GSEA 
















POLYMERASE_II_PROMOTER 39 0,55 1,85 0,000 0,232 
2. 
JAK_STAT_CASCADE 17 0,67 1,84 0,003 0,124 
3. REGULATION_OF_I_KAPPAB_ 
KINASE_NF_KAPPAB_CASCADE 65 0,47 1,73 0,000 0,284 
4. 
BRAIN_DEVELOPMENT 17 0,61 1,67 0,016 0,406 
5. I_KAPPAB_KINASE_NF_ 
KAPPAB_CASCADE 79 0,43 1,66 0,000 0,378 
6. 
NUCLEAR_EXPORT 21 0,57 1,64 0,010 0,393 
7. CENTRAL_NERVOUS_ 
SYSTEM_DEVELOPMENT 45 0,48 1,63 0,005 0,357 
8. 
INFLAMMATORY_RESPONSE 61 0,46 1,62 0,004 0,338 
9. POSITIVE_REGULATION_ 
OF_I_KAPPAB_KINASE_ 
NF_KAPPAB_CASCADE 61 0,45 1,61 0,009 0,347 
10. REGULATION_OF_SIGNAL_ 
TRANSDUCTION 125 0,39 1,6 0,003 0,319 
 
A továbbiakban ezzel a sokkal globálisabb rálátást biztosító módszerrel 
vizsgáltuk, hogy a gén ontológiai fogalmak által meghatározott géncsoportok, valamint 
a KEGG, Reactome és Biocarta adatbázisok funkcionális csoportjai (MSigDB adatbázis 




EVk, TNF, vagy a két tényező együttes jelenléte esetén. Az EVk jelenléte által 
befolyásolt biológiai folyamatokra utalhat a kontrollhoz képest legnagyobb dúsulási 
pontszámot elért 10 GO fogalom (2. táblázat). 
Ezek között találjuk az immunválaszt, illetve az immunológiai folyamatokban is 
fontos szerepet játszó JAK/STAT kaszkádot és az NFκB jelátviteli utat. A fogalmak 
közötti redundanciát is jól mutatja az NFκB jelátvitel többszöri feltűnése ennek az 
egyetlen adatbázis résznek egy adott kísérleti tényezőre vonatkozó lekérdezése után. 
Hasonló eredményeket kapunk a lekérdezést a Reactome adatbázisra szűkítve (3. 
táblázat és 19. ábra). 
 
3. táblázat: A GSEA elemzés alapján EVk jelenlétében legnagyobb pozitív és 






19. ábra: Az EVk jelenlétében legnagyobb változást mutató géncsoportok a 
Reactome fogalomtérképén ábrázolva. A csómópontok színe a változás irányát jelöli 
(piros pozitív, kék negatív dúsulás). A csomópontok felirata megfelel az előző táblázat 
(3. táblázat) NetID azonosítóinak. 
A MSigDB adatbázis teljes c5 részében található, biológiailag releváns fogalmak 
közötti redundancia enyhítése érdekében az eredményeink alapján valamely kísérleti 
tényező jelenlétében szignifikáns mértékben megváltozott fogalmak közötti átfedéseket 
az EnrichmentMap [446] szoftver segítségével ábrázoltuk, a sűrűn árfedő fogalmak 
feliratát pedig szófelhővel helyettesítettük (20. ábra). Ily módon mindhárom kísérleti 
elrendezés hatásait összehasonlítva látható, hogy az EVk jelenlétében elsősorban a 
riboszómák és a mitokondrium működésével kapcsolatos fogalmak dúsulása figyelhető 
meg. A TNF kezelés hatására megváltozott kifejeződést mutató gének ezzel szemben 
több, jól ismert biológiai folyamatot (például foszforilációs kaszkádokat, apoptózist és a 





20. ábra: A szignifikáns dúsulást mutató, biológiai folyamatokkal kapcsolatos 
géncsoportok. A TNF (A), az EVk (B) és a két tényező együttes jelenléte (C) esetén 
megfigyelt génkifejeződés alapján a piros szín dúsulást, a kék pedig a hanyagolást jelent. 
A sok génben átfedő és ez alapján vélhetően szorosan összetartozó fogalmak csoportjait 
szófelhőkkel helyettesítettük, ahol a szavak egyedi mérete az előfordulás gyakoriságával 
arányos [387]. 
Az EVk és a TNF együttes jelenlétének hatására bekövetkező génkifejeződésbeli 
változások által érintett biológiai folyamatokból szófelhőket készítettünk ott, ahol több, 
a gének szempontjából átfedést mutató folyamat is érintett volt. A szófelhőt 
helyettesíthetjük egy gráffal is, ahol az együttesen előforduló szavak egy éllel vannak 
összekötve, az él vastagsága az együttes előfordulás gyakoriságára, a csomópontok 
feliratának mérete pedig a szó előfordulásának gyakoriságára utal. Azonnal látszik, 
hogy a legközpontibb funkciók szabályozással, jelátvitellel, receptoraktivitással és a 
gyulladásos válasszal kapcsolatosak és elsősorban dúsulást mutatnak a kontrollhoz 





A jelátviteli folyamatok jelentőségére utal a „signaling”, „receptor”, „cascade”, 
„kinase”, „phosphorylation”, „regulation” és „response” szavak ismételt előfordulása. A 
két tényező együttes jelenléte szintén befolyásolja a már említett NFκB jelátvitelt és az 
aptoptózis folyamatát is. Fokozódik ezen túl a gyulladásos válaszban, a sejtek 
helyzetváltoztató mozgásában és a fehérjeszintézisben érintett gének kifejeződése. Az 
EVk és a TNF együttes jelenléte csökkenti ugyanakkor a mitokondriummal és 
sejtlégzéssel kapcsolatos gének átíródását. 
 
21. ábra: EVk és TNF együttes hatása által befolyásolt biológiai folyamatokból 
készült fogalmi hálózat. Az együttesen előforduló szavak közötti él vastagsága az 
együttes előfordulás gyakoriságával, a csomópontok feliratának mérete pedig a szó 
előfordulásának gyakoriságával arányos. A piros szín pozitív, a kék negatív dúsulást 
jelent [387]. 
Hogy az elsősorban az EVk és a TNF együttes jelenléte által befolyásolt 
biológiai folyamatokat is azonosíthassuk, a két tényező együttes jelenlétében megfigyelt 
génkifejeződést a TNF jelenlétében tapasztaltakkal is összehasonlítottuk a GSEA 
módszer segítségével. Ekkor azt találtuk, hogy két tényező együttes jelenlétében a TNF 
egyedüli jelenlétéhez képest jobban megváltozott az NFκB kaszkádhoz, sejtfelszíni 
receptorokhoz, receptorok jelátviteléhez, valamint az N-glikozilációban szerepet játszó 





22. ábra: EVk és TNF együttes jelenlétében megváltozott, de a TNF egyedi 
jelenléte által nem befolyásolt funkciók és a hatásban szerepet játszó legfontosabb 
gének. A piros szín pozitív, a kék negatív dúsulást jelent, a méret és az árnyalat pedig a 
kontrolhoz képest megváltozott génátíródást [387]. 
Hogy az ezen folyamatok megváltozásában központi szerepet betöltő géneket 
azonosíthassuk, a két kísérleti elrendezést összehasonlítva a legnagyobb transzkripciós 
különbségeket mutató 60 gén kapcsolatrendszerét is feltüntettük (22. ábra). Ennek a 
hálózatnak a legtöbb kapcsolattal rendelkező elemei membránhoz köthető fehérjéket és 
a G-fehérje-kapcsolt jelátvitel fehérjéit (nem csak receptorokat) kódoló gének, melyek 
közül kiemelkednek egyes citokinek, mint az IL-8, a CCL2, CCL3, CCL4 és a CXCL10. 
Míg a TNF vagy az EVk és TNF együttes jelenlétében bekövetkező változásokat 
jól hozzá lehetett rendelni ismert biológiai folyamatokhoz, addig az EVk jelenlétében 
létrejövő változásokat csak igen kevés biológiai folyamattal sikerült kapcsolatba hozni. 
Mivel az EVk hatása ma még nem teljesen tisztázott, felmerült, hogy a 
megfigyeléseinket torzította ezeknek az ismereteknek a hiánya, és esetleg még le sem 





Ennek a torzításnak a kiküszöbölésére a MSigDB adatbázis azon szekciójából is 
kerestünk az általunk megfigyeltekhez hasonló génexpressziós mintázatokat, mely a 
szakirodalomban eddig leírt, a legkülönbözőbb kísérleti elrendezésekben megfigyelhető 
génkifejeződésbeli változásokat gyűjti össze. Ezek közül a szakirodalomban közölt 
mintázatok közül a Gargalovic és munkatársai által [449] oxidált foszfolipidek 
jelenlétében leírtak hasonlítottak legjobban a kísérleti eredményeinkből kiolvasható 
transzkripciós változásokhoz (4. táblázat). 
 
4. táblázat: A szakirodalomban közölt génexpressziós mintázatok, melyek 
















BLUE_UP 80 0,64 2,38 0,000 0,232 
2. 
CHEN_HOXA5_TARGETS_9HR_UP 142 0,53 2,18 0,000 0,124 
3. GENTILE_UV_RESPONSE_ 
CLUSTER_D5 26 0,7 2,15 0,000 0,284 
4. UDAYAKUMAR_MED1_ 
TARGETS_DN 147 0,5 2,08 0,003 0,406 
5. BRACHAT_RESPONSE_TO_ 
CAMPTOTHECIN_UP 18 0,73 2,05 0,005 0,378 
6. GARGALOVIC_RESPONSE_TO_ 
OXIDIZED_PHOSPHOLIPIDS_ 
TURQUOISE_UP 43 0,6 2,05 0,005 0,393 
7. LINDSTEDT_DENDRITIC_CELL_ 
MATURATION_B 41 0,6 1,99 0,014 0,357 
8. ZWANG_CLASS_3_TRANSIENTLY_ 
INDUCED_BY_EGF 104 0,49 1,97 0,017 0,338 
9. TURASHVILI_BREAST_LOBULAR_ 
CARCINOMA_VS_DUCTAL_ 
NORMAL_UP 21 0,68 1,96 0,017 0,347 
10. PRAMOONJAGO_SOX4_ 






4.3.3 Az MVk hatása az U937 sejtek kemoattraktáns potenciáljára 
A génkifejeződés megváltozása alapján levont következtetések egyik 
legkonzekvensebb eleme a gyulladásos válasz, az ehhez köthető kemokinek (például az 
IL-8 és a sejtek helyzetváltoztató mozgásának (kemotaxisnak) a fokozódása volt EVk és 
TNF együttes jelenlétében. Ennek alátámasztására THP-1 humán monocita sejtvonal 
sejtjeinek kemotaktikus válaszkészségét vizsgáltuk az U937 sejtek sejtfelülúszójának 
jelenlétében. 
 
23. ábra: Az U937 sejtek kemoattraktáns képességének fokozódása MVk és TNF 
együttes jelenlétében. THP-1 monocita sejtvonal sejtjeinek kemotaktikus válaszát 
vizsgáltuk Boyden kamra segítségével, előzetesen izolált MVk, TNF, vagy a TNF és a 
MVk együttes jelenlétében tenyésztett U937 monocita sejtvonal kondicionált 
felülúszója hatására. A szignifikáns különbséget csillag jelöli [387]. 
Kísérleti adataink arra utalnak, hogy bár önmagában is tendenciózusan fokozta a 
kemotaktikus válaszkészséget a MVk jelenléte, a kontrollhoz képest szignifikánsan 
nagyobb sejtmigrációt azonban csak akkor voltak képesek kiváltani az U937 sejtek, ha 




4.4 Az EVk által a kísérleti rendszerünkben előidézett változásokért felelőssé 
tehető mechanizmusok felderítése 
4.4.1 A MVk felszíne és a TNF között kialakuló fizikai kapcsolat lehetőségének 
kizárása 
 
24. ábra: A MVk felszínéhez kötődő TNF szerepének kizárása az oldott állapotú 
TNF eltávolítása révén. Az izolált MVk felszínét rekomináns TNF citokint tartalmazó 
oldat jelenlétében telítettük a citokinnel, majd a nem kötődő citokint mosással 
eltávolítottuk („washed MV”), és ennek TNF citokinnel egyidejű hatását hasonlítottuk a 
nem telített MVk és TNF egyidejű hatásához. Az IL-8 gén HPRT génre vetített relatív 
génexpressziós értékek (Gex(HPRT)) közötti statisztikailag szignifikáns eltéréseket és a 
szignifikanciaszinteket csillagok jelölik (qRT-PCR) [387]. 
Az izolált MVk és TNF együttes jelenlétében megfigyelt hatás hátterében 
felmerült annak lehetősége, hogy a TNF jelenlétében módosultak a MVk például azáltal, 
hogy felszínükhöz kötődött a TNF. Ha azonban 10 ng/mL TNF-nek az MV-
preparátumhoz való hozzáadása után az MV frakciót ismét kiülepítettük és az oldatban 
maradt TNF-et eltávolítottuk (de a MVk felszínéhez erősen kötődöttet nem), akkor a 
tiszta MV-preparátumhoz hasonló hatást láthattunk (24. ábra). Mind az izolált MVk, 
mind pedig az ilyen módon kezelt MV-preparátum hatásához képest csak MV-k és TNF 





4.4.2 Az MVk által szállított fehérjék azonosítása a szakirodalom elemzése alapján 
Mivel eredményeink arra utaltak, hogy kísérleti rendszerünkben az EVk közül 
leginkább MVk jelenlétére kell számítani, az EVpedia adatbázisban viszont több más 
EV típus vizsgálata során nyert adat is található, a szakirodalom elemzése alapján 
igyekeztünk a MV pupulációra specifikus információt nyerni. Ennek érdekében a MVk 
által szállított fehérjéket nagy áteresztőképességű módszerrel (például 
tömegspektrometéterrel) vizsgáló tanulmányok alapján állítottuk össze a MVk részeként 
várhatóan megjelenő fehérjék listáját. 
 
 
25. ábra: Az MVk fehérjetartalmát leíró közlemények eredményei közötti 
megfelelés. Az átfedés mértéke arányos a nyilak vastagságával, illetve a körök átfedő 
területével. 
Az EVk izolálásának módszertana alapján nyolc olyan közleményt találtunk a 
szakirodalomban, melyekben mai ismereteink szerint a vizsgált mintákban valóban 
elsősorban MVk előfordulására lehetett számítani [48, 51, 450–455]. Ezek közül 




munkatársai [451] által közölt adatsorok tartalmazták a legtöbb fehérjét, míg Miguet és 
munkatársai [455] éppen abból a CCRF-CEM T-setjes sejtvonalból származó MVk 
fehérjetartalmát vizsgálta, melyeket mi is felhasználtunk kísérleteink során az EVk 
forrásául. 
Az egyes tanulmányok eredményei között csupán kisebb átfedéseket sikerült 
kimutatni (25. ábra), míg az adatsorok átlagosan felerészben olyan fehérjéket 
tartalmaztak, melyeket más vizsgálatok nem írtak le a MVk részeként. Mintegy 134 
olyan fehérjét sikerült azonban azonosítani, amelyek legalább négy adatsorban 
szerepelnek (Miguet és munkatársai két kísérleti elrendezésben is vizsgálták a MVk 
összetételét). 
Ha tanulmányonként nézzük, akkor 169 olyan fehérjét találtunk, amelyeket 
legalább három közlemény kimutatott. A GO PANTHER elemzése alapján ezek 69%-a 
rendelkezik katalitikus aktivitással – ezen belül például jelen vannak oxidoreduktázok, 
hidrolázok, transzferázok. Számos struktúrfehérje (a második legnagyobb csoport 12%-
os részesedéssel) és elsősorban citoszkeletális fehérje is kimutatható a MVk részeként, 
valamint transzporterek, receptorok, antioxidáns hatású fehérjék, nukleinsavkötő 
fehérjék és chaperonok. 
A funkcionális szempontból összetartozó fehérjecsoportok tagjai közül 
legnagyobb arányban az integrin jelátviteli útvonal tagjait és a citoszkeletonnal 
kapcsolatos szabályozóelemeket, a glikolízis enzimeit, a gyulladásos válaszban fontos 
citokineket (beleértve a kemokineket), a FGF jelátviteli útvonal elemeit, illetve 
Parkinson-kórban fontos fehérjéket sikerült kimutatni a MVk preparátumaiban. A MVk 
részét képezi számos membránfehérje (7%), de a fehérjéknek egy része eleve ismert 
módon az extracelluláris térben fordul elő (4%) vagy sejtszervecskék részét képezi 
(27%). 
A MVk által szállított fehérjéket a Reactome adatbázis fogalomtérképére vetítve 
azt látjuk, hogy legnagyobb arányban (jellemzően 25-30%-ban) a vírusok élettanához, 
és az immunrendszerhez kötődő funkcionális csoportok tagjai között vannak jelen. A 
teljesség igénye nélkül felsorolva, az influenza vírus által kiváltott apoptózis, F osztályú 
scavenger receptorok funkciója, az endoplazmatikus retikulumban lezajló N-glikán-
módosítás, és olyan metabolikus folyamatok, mint a glikolízis és a β-oxidáció adódtak a 




4.4.3 Az EVk, illetve MVk által szállított fehérjék lehetséges szerepe a kísérleti 
elrendezésünkben 
Az EVpedia által nyilvántartott 500 leggyakoribb fehérje, a MVk irodalmi 
adatok összevetése alapján összeállított fehérjekészlete, és az általunk is használt, CCRF 
sejtvonalra specifikus adatsor (Miguet et al. alapján) között kielégítő mértékű átfedést 
látunk, de egyik adatsor esetében sem észlelhető az oda tartozó gének jelentősen 
megváltozott expressziója valamely kísérleti elrendezésben (26. ábra). 
 
26. ábra: Az egyes adatsorok alapján EVk fehérjekészletét kódoló gének 
kifejeződése különböző kísérleti elrendezésekben. Sötét pontok és szürke boxplot 
jelölik az összes gén mérési eredményét magába foglaló hátteret, míg színes pontok 
(pirossal a pozitív, kékkel a negatív változások) és fekete boxplot jelölik az adott 
kategóriába eső génekhez tartozó próbák esetében mért értékeket [387]. 
A közvetlenül az EVk által szállított fehérjék génjeit érintő expressziós 
változásoknál relevánsabb eredménnyel kecsegtet a vezikuláris fehérjék interakciós 
partnereinek vizsgálata annál is inkább, mivel a GO adatbázis fogalmai alapján is 




Ennek vizsgálatára első megközelítésben a Reactome adatbázis szabályozási 
információit használtuk fel. Mivel az adatbázis gátló és stimuláló kapcsolatokat is 
megkülönböztet, a kettő aránya alapján igyekeztünk megbecsülni, hogy mely biológiai 
folyamatokra fejthetnek ki hatást az EVk, amennyiben az általunk összeállított 
fehérjekészletekkel rendelkeznek. 
 
5. táblázat: Az EVpedia adatbázisában nyilvántartott fehérjék által potenciálisan 
befolyásolt biológiai folyamatok Az egyes fogalmakhoz tartozó összes gén gátló és 
stimuláló kapcsolatai arányának különbségét jelöljük, negatítv százalékos érték az 





Az EVpedia adatai alapján az EVk fehérjekészlete alkalmas lehet arra, hogy 
befolyásolja a metabolizmust, a jelátvitelt, az immunrendszert vagy egyes fertőzéshez 
(és különösen vírusfertőzéshez) köthető folyamatokat (5. táblázat). A szűkebb listák 
alapján képzett fehérjekészletek esetében azonban már alig mutatható ki ilyen hatás. 
Kivéve a vírusfertőzéshez köthető fogalmakat, melyek mind a MV fehérjék, mind pedig 
a CCRF MVk fehérjéi számára feltűnően sok interakciós partnert biztosítanak. 
Amennyiben kifejezetten a TNF jelátviteli útvonalának KEGG adatbázisban 
nyilvántartott tagjaira várhatóan kifejtett hatást vesszük figyelembe, látható, hogy az 
EVk feltehetően nem egyforma mértékben képesek a TNF két receptoráról elinduló 
jelátviteli útvonalakat fokozni: a TNFR2 által közvetített jelátvitelre nagyobb mértékben 
vannak hatással az EVk által szállított fehérjék (27. ábra). 
 
 
27. ábra:Az EVk által szállított fehérjék gátló és stimuláló kölcsönhatásainak 
eredője a TNF jelátviteli útvonal egyes elemein. Az egyes gének összes gén gátló és 
stimuláló kapcsolatai arányának különbsége alapján. A piros szín stimuláció, a kék szín 





A MVk és a CCRF MVk által szállított fehérjekészlet és a TNF jelátvitelének 
útvonala között csak elhanyagolható mértékű direkt kölcsönhatást sikerült kimutatni. 
Hasonlóan kevés olyan fehérjét sikerült azonosítani, amelyek valamely EV típus 
fehérjekészletébe tartoznak, és egyszersmind a TNF jelátviteli útjának tagjai is. A MV 
fehérjék esetében a DNML1 jelenlétét erősítette meg három egymástól független 
tanulmány, míg egyszeri adat a CASP3, a MAPK1, valamint a TNF által befolyásolt 
CCL5, ICAM1 és MMP14 gének termékeiről szerepel a bevont tanulmányokban. A 
fehérje-fehérje interakciók szerepének egzakt összevetésére a mérési eredményeinkkel 
csak igen korlátozottan nyílik mód. A génszabályozási interakciók esetében azonban 
van lehetőség arra, hogy az EVk által szállított fehérjék várható hatását összehasonlítsuk 
a mért génexpressziós változásokkal.  
 
28. ábra: Az EVk által szállított fehérjék interakciós partnereinek átlagos relatív 
génexpressziója. Sötét pontok és szürke boxplot jelölik a TRRUST adatbázis összes 
bejegyzésének átlagos értékeit magába foglaló hátteret, míg színes pontok (pirossal a 
pozitív, kékkel a negatív változások) és fekete boxplot jelölik az adott adatsor alapján 
vezikulárisnak tartott génregulatorikus fehérje interakciós partnerei relatív 




Az egyik ilyen lehetőség a GSEA elemzés során transzkripciós faktorok 
kötőhelyeinek keresése, mely megközelítés csak korlátozott eredménnyel járt. Egy 
másik megközelítés szerint a vezikuláris fehérjék RegNetwork és a TRRUST 
adatbázisokban nyilvántartott génregulációs kapcsolatait összegeztük. Azt kerestük, 
hogy az összes, az adatbázis szerint szabályozott gén EVk jelenlétében mért relatív 
génexpressziós értékeinek mértani közepe hogyan alakul. A két adatbázis vizsgálata 
során igen hasonló eredményeket kaptunk (a RegNetwork bővebb, de talán kicsit 
zajosabb adatsort tartalmaz), melyek közül kiemelkedik a TSG101, az enoláz fehérje és 
a Ku autoantigénkomplex tagjainak (XRCC5-6) relevanciája (28. ábra). 
Amennyiben a vezikuláris fehérjék valóban jelentős mértékben hozzájárult az 
EVk jelenlétében mérhető változásokhoz, akkor feltételezésünk alapján minél erősebb 
interakciós partnerei átlagosan a szabályozott géneknek (azaz minél kevesebb másik 
szabályozó elemmel kell osztoznia a célpontján), annál nagyobb mértékű változást kell 
látnunk, a két érték között pozitív korrelációt várunk. Ezt azonban mérési adataink 
alapján egyik adatsor esetében sem sikerült igazolnunk (29. ábra). 
 
29. ábra: Az egyes gének EVk jelenlétében megfigyelt kifejeződése és a kötődő 
transzkripciós faktorok között megtalálható vezikuláris fehérjék aránya közötti 
korreláció. Spearman-féle korrelációs koefficiens. 
4.4.4 Az EVk által szállított miRNS molekulák lehetséges szerepének vizsgálata az 
EVk és a TNF közötti kölcsönhatás hátterében 
A sejtek génregulációs hálózatának nemcsak transzkripciós faktorok, hanem 
miRNS molekulák is tagjai, melyeket szintén képesek az EVk célba juttatni. Az EVk 
jelenlétében ráadásul több gén átíródása is csökkenést mutatott, ami szintén felvetette 
annak lehetőségét, hogy a megfigyelt hatások hátterében miRNS molekulák állhatnak. 
Az EVpedia adatbázis nyilvántartása alapján EVk belsejében kimutatott miRNS-ek 




több mint 200 fogalmi kategória van, ahol a gének 95%-át képes EVk által szállított 
miRNS szabályozni. Ennek megfelelően várhatón módon a KEGG által nyilvántartott 
TNF jelátviteli útvonalon szereplő fehérjék génjeinek átírását is képesek olyan miRNS 
molekulák befolyásolni, melyeket EV belsejében is kimutattak (30. ábra). 
 
30. ábra: Az EVk belsejében kimutatott miRNS molekulák ismert kötődése a TNF 
jelátviteli útvonal tagjait kódoló génekhez. Piros szín jelöli azokat a fehérjéket. 
amelyeket több mint 75%-ban EV által szállított miRNS-ek szabályozhatnak; az ezalatti 
értékekhez szürke árnyalatok tartoznak. 
Mivel egyrészt ez a rendkívül szerteágazó hatás nem cseng össze 
megfigyeléseinkkel, másrészt pedig a MVk belsejében nem szükségszerűen várhatjuk az 
összes, az EVk belsejében valaha leírt miRNS jelenlétét, igyekeztünk megkeresni a 
miRNS molekulák azon kis csoportját, amely megfigyeléseinket leginkább 
magyarázhatja. Ebben ismételten a GSEA módszer volt segítségünkre. A MSigDB v5.1 
adatbázis c3 része által listázott modulok között kerestük azokat, melyek alapján 




miRNS által befolyásolt géncsoport kifejeződése változott megHiba! A hivatkozási 
forrás nem található.. 
A legrelevánsabb tíz géncsoport között találjuk a hsa-miR-142-3p, hsa-miR-
530d, hsa-miR299-5p, hsa-miR-30-3p, hsa-miR-486 és hsa-miR-128 miRNS molekulák 
által szabályozott géneket. A transzkripciós faktorok között ugyanebben az elemzésben 
a SREBP1 fehérje szerepe merült fel az EVk jelenlétében megfigyelt génkifejeződés 
hátterében. Két olyan motívum is felfedezhető továbbá azoknak a géneknek a 
szabályozó régiójában, melyek átíródása EVk jelenlétében a kontrolhoz képest 
megváltozott, melyekhez mai ismereteink alapján még nem tudunk konkrét 
transzkripciós faktort rendelni. 
Másik megközelítéssel az EVk jelenlétében szignifikáns mértékben csökkent 
kifejeződést mutató géneket befolyásoló miRNS molekulákat a miRWalk 2.0 [426, 427] 
szoftver segítségével igyekeztünk azonosítani. A 39 érintett gén és lókusz közül 29 
szerepelt az adatbázisban, mint validált miRNS célpont. Az ezekre a génekre 494 
különböző miRNS molekula hathat kísérletesen igazolt módon. A miRNS molekulák 
többségének hatását azonban csupán egy-egy génhez lehetett kötni. 
A legtöbb kapcsolattal a hsa-miR-26b-5p, a hsa-miR-484, a hsa-miR-92a-3p és a 
hsa-miR-16-5p rendelkeznek (5, illetve 4 szabályozott gén), valamint további 7 miRNS 
molekulát lehet 3-3 génnel kapcsolatba hozni. Ezek a 3 kapcsolattal rendelkező miRNS 
molekulák a hsa-miR-let7b-5p, hsa-miR-615-3p, hsa-miR-4668-5p, hsa-miR-192-5p, 
hsa-miR-375, hsa-miR-215-5p és hsa-miR-142-3p. A két, elsőként említett miRNS 
önmagában képes az adatbázisban szereplő 29 gén közül 9 kifejeződését szabályozni. A 
4 legfontosabb miRNS pedig 14 génnel hozható összefüggésbe. A további 7 miRNS 
már csak 8 újabb gént ér el. 
Mivel egy génhez jellemzően több miRNS is képes kötődni, logikus lenne az a 
feltevés, hogy minél több olyan miRNS kötődődik az adott génekhez, melyeket EVk 
szállítanak, EVk jelenlétében azok expressziója annál inkább csökken. Ilyen jellegű 
korrelációt azonban – a transzkripciós faktorokhoz hasonlóan – nem sikerült kimutatni 
sem az EVpedia által nyilvántarott miRNS-k, sem a GSEA módszerrel nyert miRNS 
halmaz, sem pedig a miRWalk eredményei alapján releváns miRNS molekulák és a 






Az egyes miRNS molekulák által szabályozott gének relatív expresszióinak 
középértékeit vizsgálva azonosítható néhány olyan miRNS, melyek megfelelnek ennek 
az elvárásnak (31. ábra), melyek közül a legjobban megfelelő értékekkel a hsa-miR-
3676-3p, hsa-miR-1287-3p, hsa-miR-431-3p, hsa-miR-147b, hsa-miR-6829-5p és a hsa-
miR-3620-5p rendelkeznek. Ezek közül a mi RNS molekulák közül azonban eddig még 
egyet sem azonosítottak EVk belsejében. 
 
 
31. ábra: A mérési eredményeinkkel legjobb korrelációt mutató 5, illetve 10 
miRNS által szabályozott gének relatív expressziója EVk jelenlétében. A) Az egyes 
miRNS (a nemzetközi elnevezéshez igazodva az ábrán miRNA) molekulákhoz tartozó 
gének relatív expresszióinak mértani középértékei. B) Az adott halmazokba tartozó 





5.1 Az intakt EVk forrásául kondicionált médiumot használó kísérleti rendszer 
értékelése 
5.1.1 A CCRF humán T-sejtes sejtvonal kondícionált sejtfelülúszóját alkalmazó 
kísérleti rendszer felállításának indokai 
Az elmúlt fél évszázad során igen nagyszámú tanulmány vizsgálta egy-egy 
jelátviteli molekula hatását valamilyen in vitro kísérleti rendszerben. Többek között a 
citokinek hatásairól alkotott mai elképzeléseink is ilyen kísérletek eredményein 
alapulnak. Mintegy 15 évvel ezelőtt kezdett feltárulni egy teljesen új tudományterület, 
amely a mai napig az extracelluláris térben kolloid fázisban található, membránnal 
körülvett (tehát vezikuláknak tekinthető) struktúrák számos fiziológiás és patológiás 
hatását igazolta. Ezek az eredmények szintén olyan in vitro kísérleti rendszerek 
megfigyelésén alapultak, ahol a jelátvivő struktúrák (jelen esetben EVk) izoláltan voltak 
jelen. Egy élő szervezet extracelluláris tereiben azonban egyszerre vannak jelen oldott 
fázisú jelátvivő molekulák (pl. citokinek) és kolloid fázisú struktúrák (minden bizonnyal 
az EVk több fajtája is). Ennek ellenére máig nem terjedt el olyan kísérleti rendszer 
vizsgálata, ahol a két tényező együttes hatásának megfigyelésére kerül sor. Ezen 
hiányosság pótlásához szerettünk volna hozzájárulni kutatásaink során a jelen 
tanulmányban leírt kísérleti rendszer felállításával. 
Az EVk sejtekre gyakorolt hatásának vizsgálatára elterjedt módszer, hogy izolált 
EV-preparátumot adnak hozzá valamely sejttenyészet tenyésztőfolyadékához, és miután 
ilyen körülmények között nevelték a sejteket, valamely sejtválasz mérése alapján 
következtetnek az EVk hatására. Az EVk izolálására alkalmazott eljárások többsége 
nagysebességű centrifugálási és ultracentrifugálási lépéseket tartalmazó differenciál-
centrifugálási módszer [35, 36, 314, 320, 329, 326, 328, 330, 331, 334, 456]. 
Fontos azonban igen körültekintően eljárni az ilyen kísérleti rendszerekből 
származó eredmények értékelésekor. Az egyik nagyon égető probléma az EV-
preparátumok minőségellenőrzésének kérdése [316, 317, 320]. Míg az EV-
preparátumban található EV típusok azonosításában segítségül hívhatjuk a jól bevált 




mérésen alapuló módszerek), a vezikulák integritásának ellenőrzésére – hogy vajon nem 
sérült-e a lipidmembrán, illetve van-e egyátalán vezikuláris struktúra a preparátumban – 
igen korlátozott és bizonytalan eredményekkel kecsegtető eszköztár áll rendelkezésre. 
Az ultracentrifugálás során nemcsak a lipidmembrán sérülhet a nagy 
erőbehatások miatt, hanem az üledékben egymáshoz nagyon közel kerülő EVk 
aggregációjára is nagyobb esély van [414]. Ez egyrészt azért jelent komoly problémát, 
mert az izolálás után reszuszpendált üledékből készült minták több részre osztása után 
nem feltétlenül kerül egyforma mennyiségű EV az egyes mintákba, ami hozzájárulhat 
ahhoz, hogy az EVk hatásaival kapcsolatos eredmények nehezebben reprodukálhatók, 
mint az oldott állapotban lévő molekulára vonatkozóak. Másrészt egyáltalán nem biztos, 
hogy az EVk aggregátumának és az egyedi EVk biológiai hatása azonos lesz. 
Ha csak azt emeljük ki, hogy az EVk aggregátumának összfelszíne jóval kisebb, 
mint az egyedi EVké, az EVk hatásainak egy részéért pedig nagy valószínűséggel 
membránfelszínük a felelős – mivel kötődési felszínt biztosítanak olyan felülethez 
kötött biológiai funkciók számára, mint például a véralvadás vagy az antigénprezentáció 
–, könnyen belátható, hogy az aggregáció miatt az ilyen EV-preparátumok 
felhasználásával kapott kísérleti eredmények nem a szervezetben lezajló élettani 
folyamatokat fogják tükrözni. 
Szintén óvatosságra int az izolált EVk jelenlétében tapasztalt sejtválasz 
értékelése során annak lehetősége, hogy a nagysebességű centrifugálás során 
fehérjeaggragátumok is ülepednek az EVk mellett [271], és ezeknek a biológiai 
aktivitása is hozzájárulhat a megfigyelt hatáshoz. Ezek az aggregátumok ráadásul az 
üledékben szelektíven dúsulhatnak, és így az üledék hozzáadásával olyan struktúrákat 
adhatunk hozzá a sejtekhez, amelyek normális körülmények között csak nagyon kis 
mennyiségben lennének jelen az extracelluláris térben. Hasonlóképpen, az EVk 
koncentrációja sem feltétlenül fogja tükrözni a kezelt sejtek környezetében azokat a 
viszonyokat, amelyek a preparátum forrásaként szolgáló extracelluláris folyadéktérben 
– legyen az például kondicionált médium, plazma vagy vizelet – uralkodtak. A 
leghatékonyabb izolálási módszerekkel sem lehet ugyanis az EVk teljes tömegét egy 
mintában ülepíteni. Különböző módszerek eredményeként az EVk más-más típusait 
lehet jó hatékonysággal izolálni, míg a többi EV típus alul lesz reprezentálva 




Ezek a megfontolások vezettek bennünket arra, hogy kísérleteink során az EVk 
forrásaként szolgáló sejtmentes felülúszót további feldolgozás nélkül adjuk a recipiens 
sejtekhez, és az EVk hatását eredeti közegükben tanulmányozzuk. Mivel az EVk 
tanulmányozását célzó tudományterület rövid történetére való tekintettel még igen 
kevés és részben ellentmondásos adat áll rendelkezésre arra vonatkozóan, hogy az egy-
egy sejttípus vagy sejtvonal által termelt EVk milyen sejtélettani változást okoznak a 
recipiens sejteken, kísérleti rendszerünkben az U937 humán monocita sejtvonal 
sejtjeinek génátíródásában bekövetkező változásokat (mint egy általános, a környezeti 
hatásokra adott alkalmazkodási és válaszreakciót) kívántuk indikátorként használni. 
5.1.2 A CCRF humán T-sejtes sejtvonal nyugvó sejtjei által kibocsátott EVk 
jellemzése 
A CCRF humán T-sejtes sejtvonal felülúszójában 24 óra elteltével MVk 
jelenléte igazolható felszíni markereik, elektronmikroszkópos morfológiájuk és 
mérettartományuk alapján. Ezek mennyisége mind a Coulter-elv szerinti 
részecskeszámlálás, mind pedig az izolált preparátumok fehérjetartalmának mérése 
alapján a szakirodalomban sejtes válasz kiváltására alkalmazott EV mennyiségekkel 
összevethető [306]. A MVk mellett a sejtfelülúszóban minden bizonnyal egyéb EV 
típusok is jelen vannak. Vizsgálataink során apoptotikus testeket és exoszómákat is 
sikerült kimutatni, ám ezek jóval kisebb mennyiségben voltak jelen. 
Az EVk és a TNF együttes jelenlétében megfigyelhető kölcsönhatás hátterében 
több tényező állhat. Kézenfekvő volt a feltételezés, hogy a CCRF sejtvonal kondicionált 
médiuma, az EVk, de akár az izolált MV-preparátum maga is tartalmazhatott TNF-et. 
Ebben az esetben az EVk esetében megfigyelt hatásért sem feltétlenül az EVk, hanem a 
velük együtt a sejtekhez adott citokin lenne a felelős. Ennek a lehetőségnek a kizárására 
a felhasznált minták TNF koncentrációját az ELISA módszerrel abban a hígításban 
mértük, amelyben a sejtekhez adtuk őket. Valóban sikerült is kimutatni TNF jelenlétét 
10-15 pg/mL közötti koncentrációban, ez azonban elhanyagolható volt a kísérletben 
hozzáadott rekombináns TNF 10 ng/mL-es végkoncentrációjához képest. Mivel pedig a 
génkifejeződés globális vizsgálata során minden változást az EV-mentes felülúszóhoz 
hasonlítottunk – amely ugyanazokat a citokineket tartalmazta, mint az EV-tartalmú 




Végül a MVk felszínére is kötődhetett volna TNF, hiszen a MVk hordoznak 
TNF receptort és van irodalmi adat arra vonatkozóan, hogy ilyen módon juttatják célba 
a citokint [415]. Ebben az esetben, ha az MV-preparátumhoz TNF-et adunk, a felszíni 
kötőhelyek telítődhetnek, és a nem kötött TNF-et eltávolítva (vagy a MVk 
leülepítésével) a TNF-tartalmú MVk preparátumából ELISA módszerrel nem feltétlenül 
lehet kimutatni a TNF jelenlétét – hiszen az nem szabadon, oldott állapotban lesz jelen. 
Az ily módon előkészített minta hatása viszont a TNF és a MVk együttes hatásához kell, 
hogy közelebb álljon, mint a MVk hatásához. Mivel kísérletünk során azt tapasztaltuk, 
hogy a MVk előzetes „dúsítása” a citokinnel nem reprodukálta a TNF és MVk együttes 
jelenlétének hatását, így ezt a lehetőséget is elvetettük. 
5.2 Az EVk és a TNF génkifejeződésre gyakorolt hatásának összevetése 
5.2.1 Az EVk és a TNF jelenlétében megfigyelt globális génexpressziós változások 
Az egyes kísérleti változók által befolyásolt konkrét géneket kigyűjtve (1. 
táblázat) látható, hogy az EVk jelenlétében statisztikailag szignifikáns mértékben 
változott több gén kifejeződése mind pozitív, mind pedig negatív irányban. Felerősödött 
például a CNR2 és a WFIKKN1 génjének átíródása, míg a CXCL14 és a TBXAS1 az 
EVk jelenlétében elcsendesedő génekre hozhatók fel példaként. A TNF hatása 
ugyanakkor inkább egyes gének (például az ICAM-1, a BCL3, az IL-8, a CXCL10, a 
CXCL11, a CXCL3) átíródásának fokozásával jellemezhető. 
Az ismert módon markáns hatással rendelkező citokin TNF hatására – amint az 
várható is volt – igen sok gén kifejeződése megváltozott. Bár volt néhány olyan, a TNF 
által befolyásolt gén, amelynek változását csak akkor tudtuk kimutatni, ha EVk is jelen 
voltak a TNF mellett (23 gén), vagy ha EVk nem voltak jelen (19 gén), a TNF markáns 
hatásával összhangban a statisztikailag szignifikáns változást mutató gének jelentős 
részének (59 gén) átíródása hasonlóképpen változott mindkét olyan esetben, amikor 






5.2.2 A génkifejeződés globális változásainak reprodukálhatósága az egyedi gének 
szintjén 
A számos elemzés eredményei és a szakirodalom áttekintése alapján is 
legjelentősebbnek vélt gének közül az IL-8, a CCL2, a CXCL2, a CD36, a CD82, az 
ICAM1, az NPC1, az MMP9, a CNR2 és az SMPD3 esetében megfigyelt változásokat 
igyekeztünk reprodukálni az egyedi gének kifejeződését vizsgáló módszerrel. Ezek 
alapján a microarray eredményeivel összhangban a TNF egyedileg és MVk egyidejű 
jelenlétében is statisztikailag szignifikáns mértékben fokozta a CXCL2 kifejeződését, 
azonban az EVk jelenlétében megfigyelt változást itt nem sikerült igazolni. Szintén 
összeegyeztethetőek az MMP9 esetében megfigyelt változások (az EVk jelenlétéhez 
képest szignifikáns növekedés a másik két kísérleti felállásban) a microarray 
eredményeivel. 
Az pedig, hogy a CCL2, az IL-8, a CD82, az ICAM1 és az NPC1 génátíródását 
pedig csak a két tényező (TNF és MVk) együttes jelenléte fokozta szignifikáns 
mértékben, egyfajta kölcsönhatásra utalhat az EVk és a TNF hatása között. Érdekes 
módon ez a jelenség sokkal jobban megfigyelhető volt az egyedi géneket vizsgálva, 
mint a microarray kísérlet eredményei alapján, ahol csupán három másik, kisebb 
jelentőségű génre volt igaz, hogy csak a két tényező együttes jelenléte mellett volt 
megfigyelhető szignifikáns változás. Sőt, a későbbi vizsgálataink eredménye szerint 
egyértelműen kölcsönhatást mutató IL-8 a microarray genexpressziós mintázatainak 
elemzése alapján még a döntően TNF hatása által befolyásolt csoportba került. 
Többszörösen megerősítettük, hogy csak EVk jelenlétében fokozódik az SMPD3 
kifejeződése szignifikáns mértékben, míg TNF jelenlétében akkor sem, ha mellette EVk 
is jelen vannak. Szintén elsősorban az EVk jelenléte befolyásolta kísérletünk során a 
CNR2 génjének kifejeződését. Itt akár antagonisztikus kölcsönhatás is felmerülhet az 
egyedi gének szintjén elvégzett vizsgálatunk alapján, mivel a statisztikailag szignifikáns 
különbség a TNF vagy az EVk egyedi jelenléte között mutatható ki. Nem teljes 
mértékben egyeztek globális és génszintű megfigyeléseink a CD36 tekintetében. Míg 
ugyanis a microarray adatai alapján elsősorban a TNF hatására nőtt expressziója, qRT-




5.2.3 Az intakt EVk és az izolált MVk hatásának összevetése 
Az izolált MVk jelenlétében kapott adatok és a teljes EV-tartalmú kondicionált 
médium hatásának jó összevethetősége alapján kijelenthető, hogy az általunk felállított 
kísérleti rendszer legalább annyira alkalmas az EVk hatásának vizsgálatára, mint a 
szakirodalomban alkalmazott egyéb módszerek. Az izolált EVk hatására hasonló módon 
változott számos gén átíródása (pl. CCL2, IL-8 és CNR2), mint ahogyan azt az általunk 
javasolt alternatív megközelítés alapján elvégzett kísérletek eredményeként 
megfigyelhettük. 
Nem tagadható azonban, hogy az izolált EV-preparátumok alkalmazása 
hordozhat többlet-információt is a teljes EV-tartalmú kondicionált médium 
alkalmazásához képest, vagy felerősödhetnek bizonyos jelenségek. Míg ugyanis a 
globális génexpressziós vizsgálatok során azt találtuk, hogy a CD36 génjének átíródása 
elsősorban TNF jelenlétében fokozódik, az egyedi gének kifejeződését kvantitatív, 
valósidejű PCR módszerrel vizsgálva már az EVk jelenlétében találtunk szignifikáns 
fokozódást a TNF jelenlétéhez képest. Ezt az ellentmondást részben akár segíthet is 
feloldani az a megfigyelés, hogy izolált EV-preparátumokat is felhasználva egy újabb 
kísérletben szignifikáns változást a kontrolhoz képest csak a MVk okoztak. Tekintettel 
arra, hogy a CCRF sejtvonal-eredetű EVk jellemzése során a kondicionált médiumban 
is legfőbbképpen – de nem kizárólagosan – MVk jelenlétét sikerült kimutatni, a teljes 
EV-preparátum mérsékelt, a globális génexpressziós vizsgálat segítségével a 
kimutathatóság határán maradó hatása könnyen megérthető. 
Elképzelhető lenne, hogy ennek hátterében az izolálás után reszuszpendált 
üledékből nyert preparátumban a MVk nagyobb koncentrációja áll, s emiatt akár a teljes 
EV-koncentráció is eltérhetne a két kísérleti felállásban. Az egyes preparátumok 
fehérjetartalma alapján azonban arra következtethetünk, hogy az EVk mennyiségének a 
kiinduló sejtszámon alapuló standardizációja kielégítő eredményre vezetett. Nem tudtuk 
azonban teljes biztonsággal kizárni EV-aggregátumok jelenlétét, és az ebből eredően a 
már leírt műtermékek keletkezésének a lehetőségét. Végül a hosszas izolálási eljárás 
során az EVk egyéb módosulása (pl. oxidációja [457]) is bekövetkezhetett, amely 





Az sem jelent feltétlenül ellentmondást, hogy egyik izolált EV-preparátum 
esetében sem sikerült szignifikáns eltérést találnunk az IL-8 génkifejeződésében a 
kontrolhoz képest, hiszen ez a gén a globális génexpressziós vizsgálat adatai alapján is a 
III. klaszterbe tartozott, ahol változást elsősorban a TNF jelenléte okozott. Az IL-8 
esetében tehát elsősorban a TNF és a TNF és izolált MVk együttes jelenléte során 
megfigyelhető változások reprodukálhatósága merült fel fontos kérdésként. A kísérletek 
megismételhetőségének további jelentőséget kölcsönzött, hogy az IL-8 esetében sikerült 
a globális génexpressziós vizsgálat eredményeit a fehérjék mennyiségének szintjén is 
megerősíteni. 
Hogy teljesen kizárhassuk a CCRF sejtvonal kondicionált médiumában 
esetlegesen felellhető oldott állapotú jelátvivő molekulák zavaró hatását és a kísérleti 
elrendezés a lehető legjobban megfeleljen a szakirodalomban általánosan alkalmazott 
megközelítésnek, az IL-8 génjének kifejeződését szérummentes RPMI médiumban 
felvett, MV preparátum hozzáadása mellett is vizsgáltuk U937 sejteken. Ebben az 
esetben még markánsabban észlelhető volt a MVk és a TNF közötti kölcsönhatás 
jelensége, amennyiben csak a két tényező együttes jelenléte mellett értünk el 
szignifikáns változást az IL-8 génjének átíródásában. 
5.2.4 Az EVk és a TNF hatása közötti kölcsönhatás természete 
Az, hogy igen nagy átfedést találtunk a csak TNF vagy TNF és EVk jelenlétében 
fokozott átíródást mutató gének között arra utal, hogy a TNF hatása igen markáns az 
EVk hatásához képest. Ezt a jelentős hatást azonban vélhetőleg modulálni, 
finomhangolni képesek az EVk. Eredményeink alapján mindenestre nagyon valószínű, 
hogy létezik valamiféle kölcsönhatás az EVk és a citokinek, például a TNF hatása 
között. Találtunk ugyanis a globális génexpressziós változások elemzése során 23 olyan 
gént, aminek az expressziója statisztikailag szignifikáns mértékben változik EVk és 
TNF együttes jelenlétében, míg csak TNF jelenlétében nem tekinthető a változás 
statisztikailag szignifikánsnak. Ez a következtetés összhangban állna Wahlgren és 
munkatársai [388] megfigyeléseivel, akik T-sejtek által kibocsátott exoszómák és az IL-






Kísérleti rendszerünkben a legegyértelműbb kölcsönhatás az IL-8 
kifejeződésének szinergisztikus erősítése volt, ami szintén összhangban van a 
szakirodalomban leírtakkal. Egy, az általunk alkalmazotthoz hasonló kísérleti 
rendszerben az IL-8 szinoviociták általi elválasztásának fokozódását mutatták ki 
vérlemezke eredetű MVk jelenlétében [391], ami arra utal, hogy következtetéseink más 
EV-donor és recipiens sejtpárok esetében is igazak lehetnek. 
Meg kell jegyezni azonban, hogy az általunk megfigyelt kölcsönhatás természete 
génenként eltérő, és közel sem minden esetben pozitív. Összességében, funkcionális 
szempontból igen jelentősnek találtuk az antagonisztikus kölcsönhatásokat is. Ez azt 
eredményezheti, hogy az EVk számos, a gyulladás kialakulását és fenntartását elősegítő 
gén mellett az ezt gátló gének kifejeződését is elősegítik. Míg tehát a TNF hatása 
egyértelműen a gyulladás irányába tolja el az egyensúlyt, az EVk jelenléte ezt a hatást 
tompíthatja és a későbbi stádiumban a folyamat lecsendesítését is elősegíthetik. 
5.3 Az EVk és a TNF kölcsönhatása által legjobban érintett biológiai 
folyamatok 
5.3.1 Az EVk jelenlétében szignifikáns mértékben megváltozott egyes gének 
lehetséges biológiai szerepe 
Az EVk jelenlétében statisztikailag szignifikáns mértékben felerősödött gének 
között számos olyan található, amelyek az intracelluláris vezikulák sejten belüli 
célbajuttatásával kapcsolatosak. A WFIKKN1 nevű gén szintén azok közé tartozik, 
amelyek megnövekedett mértékben íródtak át EVk jelenlétében. A gén terméke egy 
igen sok doménnel rendelkező, összetett fehérje, amelynek legjobban ismert funkciója 
mégis az, hogy a legkülönfélébb proteáz enzimek (szerin proteázok és metalloproteázok) 
funkcióját képes gátolni [458]. Néhány olyan génnek a kifejeződése viszont, amelyek a 
gyulladásos folyamatok fenntartásában játszanak szerepet – mint például a neutrofilekre 
kemoattraktáns hatású CXCL14 kemokint kódoló géné, vagy a vérlemezkék 
aggregációjában is fontos tromboxán A2 létrehozásában fontos enzimet kódoló 






Az EVk hatására igen erősen fokozódott a kannabinoid receptor 2 (CNR2) 
génjének átíródása is. Érdekes módon EVk és TNF együttes jelenlétében nem 
figyelhettük meg a gén kifejeződésének fokozódását, ami valamiféle antagonisztikus 
kölcsönhatásra is utalhat a két tényező között. A CNR2 G-fehérje-kapcsolt receptort 
kódol, amely a kannabinoid receptor 1-gyel ellentétben perifériális szöveti eloszlást 
mutat és elsősorban az immunrendszer sejtjeinek felszínén jelenik meg [459]. Ennek 
megfelelően ez a receptor a kannabinoidok nem pszichoaktív hatásait (mint például az 
érzéstelenítés és az immunszuppresszió) közvetítik. 
Bár a kannabinoid receptorokkal kapcsolatban igen kevés ismeret áll még 
rendelkezésünkre, a CNR2 gén által kódolt receptor máris nagy érdeklődést váltott ki. A 
lehetséges gyógyászati felhasználással kapcsolatos remények elsősorban a 2-es típusú 
kannabinoid receptor apoptózist kiváltó, érújdonképződést gátló és bőrdaganatok 
progresszióját lassító [460] hatásán alapulnak, amelyek mellett gyulladáscsökkentő és 
immunszuppresszív hatást is kifejthet [461]. A receptor ligandjai között a számos 
fűszernövényben is megtalálható β-kariofillén is szerepel, amely növényi alkaloida nagy 
valószínűséggel éppen a CNR2 receptoron keresztül fejti ki gyulladáscsökkentő hatását. 
Azokban a Cnr2
-/-
 egerekben ugyanis, amelyek nem rendelkeztek az emberi CNR2-vel 
homológ génnel, a β-kariofillén hatástalannak bizonyult [462]. 
Az, hogy az EVk jelenlétében a CNR2 génjének átíródása fokozódik, az EVk 
gyulladáscsökkentő hatására utalhat. Ezt megerősíthetné, ha a CNR2 gén által kódolt 
fehérje mennyiségében bekövetkező változást is ki tudnánk mutatni az EVk jelenlétében. 
Kísérleteink során Western blot módszerrel próbáltuk ezt a hatást megerősíteni, azonban 
a génkifejeződés változását a fehérje szintjén nem sikerült igazolni. 
5.3.2 Az EVk és a TNF jelenlétében bekövetkező globális génexpressziós változások 
által érintett biológiai folyamatok 
A TNF és EVk együttes jelenlétében megváltozott kifejeződést mutató génekhez 
köthető gén ontológiák által alkotott hálózat több alhálózatra (modulra) bontható, 
amelyeket modulonként a gyulladásos citokinek, az NFκB útvonal, sejtfelszíni 
receptorok, citokinek jelátvitele, membrán transzport és membránhoz kötött fehérjék 
határoznak meg. Ezek a fogalmak és biológiai funkciók valamennyien a gyulladással és 
a citokinekre való érzékenységgel kapcsolatosak, az ontológiákhoz kötődő legfontosabb 




A kemokinek közül is kiemelkedik az IL-8 mind a génkifejeződésbeli változás 
alapján, mind pedig azért, mert az IL-8 funkcionális doménjét tartalmazó más 
kemokinek génjeinek is fokozódott az átíródása. Éppen ezért fehérjeszintű vizsgálataink, 
illetve az izolált EVk jelenlétében elvégzett kísérleteink során is különös figyelmet 
szenteltünk ennek a kemokinnek. A neutrofil granulociták, bazofil granulociták, és T-
sejtek migrációját igen nagy hatékonysággal képest befolyásolni az IL-8, mely számos 
szempontból kiemelkedő jelentőségű volt a kísérleteinkben. Amint azt az előzőekben 
kifejtettük, az EVk jelenlétében megfigyelhető IL-8 termelés tényét más 
munkacsoportok megfigyelései is megerősítik [148, 391]. 
5.4 A TNF és MVk közötti kölcsönhatás és feltételezhető háttere 
5.4.1 Fehérjék vezikuláris átvitelének lehetséges szerepe a TNF jelátvitel 
befolyásolásában 
A szakirodalomban több utalás is szerepel arra vonatkozóan, hogy az EVk 
működőképes fehérjéket képesek átvinni egyik sejtről a másikra (akár sejtfelszíni 
citokineket [148], receptorokat [150], ioncsatornákat [152] vagy transzkripciós 
faktorokat [142]). Ha kifejezetten a transzkripciós faktorokra koncentrálunk a GSEA 
elemzés során, akkor igen gyenge szignifikanciaszint mellett felmerül egy szterol 
regulatórikus elemhez kötődő faktor, a SREBF-1 szerepe az EVk jelenlétében 
megfigyelt hatásokban. Ugyan ez a transzkripciós faktor közvetlenül nem képest az IL-8 
génexpresszióját fokozni, de a GeneMania segítségével felállított interakciós hálózat 
alapján a SREBF1 fizikailag kötődhet a CREB1 fehérjéhez, amely ismert módon 
befolyásolja az IL-8 szintjét. Az természetesen további kiterjedt vizsgálatokat igényel, 
hogy az EVk képesek-e ezt a transzkripciós faktort célba juttatni. 
A GSEA elemzés adatai alapján továbbá az EVk hatására számos más olyan GO 
fogalomat is érintett változás, amelyek az NFκB jelátviteli útvonalában játszanak 
szerepet. Ez a fontos szabályozó elem részt vesz a TNF által elindított jelátviteli 
folyamatokban, és ismert módon szabályozza az IL-8 génjének átíródását. Ha az EVk 
jelenlétében megnő az útvonal működésében fontos fehérjék mennyisége, akkor ez 
esetleg előkészítheti a sejteket a TNF által kiváltott jel hatékonyabb továbbítására. Az 
elsődleges kérdés azonban ebben az esetben is az, hogy az EVk preparátumaiban jelen 




5.4.2 Az EVk és a MVk fehérjekészletének proteomikai elemzése 
Mivel a CCRF sejtvonal felülúszójának vizsgálata alapján a globális 
génexpressziós vizsgálat során megfigyelt hatásért döntően a MVk tehetőek felelőssé, 
igyekeztünk ennek az EV típusnak a fehérjekészletét az irodalomban elérhető adatok 
alapján rekonstruálni. A szakirodalom áttekintése során feltűnő volt a nómenklatúra 
következetlen használata, így EV kategorizálásunk elsősorban az alkalmazott 
centrifugálási protokollon alapult. Nem publikált megfigyeléseink szerint ugyanis már 
igen rövid ideig tartó, közepes sebességű centrifugálás során is jelentős mennyiségű 
exoszóma ülepedik, ami zavarhatja a MVk tulajdonságainak meghatározását. 
Az ily módon rekonstruált fehérjekészlet részben átfedett az EVpedia által 
nyilvántartott legfontosabb 500 fehérjével. Az egyes tanulmányok által közölt adatsorok 
kötött azonban csak mérsékelt étfedést találtunk, így azokat a fehérjéket, melyek a 
kritériumainknak megfelelő nyolc cikkben háromszor, vagy a kilenc adatsorban 
négyszer szerepeltek, már mikrovezikuláris fehérjeként kategorizáltuk. Ez is 
alátámasztja azt a vélekedést, miszerint az EVk egyes típusai sem egységesek, és 
összetételük sejttípustól és a körülményektől függően dinamikusan változhat. 
Az EVk és citokinek hatása szempontjából mellékes megfigyelés, hogy mind az 
EVpedia alapján összeállított fehérjekészlet, mind pedig a MVk feltételezhető fehérjéi 
szoros kapcsolatban álltak vírusfertőzések során leírt jelátviteli utakkal és funkcionális 
géncsoportokkal. Ez a megfigyelés mintegy validálja megközelítésünk helyességét, 
ugyanis ma már egyre világosabb, hogy az EVk keletkezése és a vírusok sejtből való 
kijutása, illetve az EVk és a vírusok sejtekhez történő kapcsolódása hasonló módon 
megy végbe [191, 192, 463]. Az EVk vírusfertőzés során betöltött immunológiai 
szerepe ráadásul tovább erősíti az EVk és citokinek hatása között feltételezett 
kapcsolatot is [195, 464]. 
5.4.3 A MVk által szállított fehérjék lehetséges szerepe a TNF jelátvitelében 
Nemcsak a vírusfertőzéshez kötődő fogalmak esetében figyelhető meg az EVk 
által szállított fehérjék vagy interakciós partnereik felülreprezentáltsága. Az EV fehérjék 
más folyamatokhoz képest szintén nagyobb mértékben befolyásoltak jelátviteli 
útvonalakat és az immunrendszer működését is. Az immunológiai szempontból jelentős 




találhatjuk meg EVk, és még kevésbé MVk belsejében, ám a fehérje-fehérje interakciók 
aránya szempontjából mégis kiemelkedik más folyamatok közül. Amennyiben a 
jelátviteli útvonal KEGG adatbázisban nyilvántartott tagjainak gátló és stimuláló 
vezikuláris interakciós partnereinek arányát vesszük figyelembe, feltűnő a TNF 1-es és 
2-es típusú receptoráról induló jelátviteli útvonalak közötti eltérés. Ezek alapján 
felmerül, hogy az EVk jelenléte a TNF jelátvitelét a 2-es típusú receptorról induló 
jelátvitel felé tolja el a TRAF3 és BAG4 fehérjéket befolyásolva. 
Egészen finom eltolódás az 1-es és 2-es típusú TNF receptorról induló jelátvitel 
közötti egyensúlyban már igen komoly biológiai következményekkel járhat [465–468]. 
Nem csak a jelátviteli útvonal intracelluláris elemeire fejthetnek ki hatást az EVk, 
hanem a TNF, mint membránfelszínhez kötött ligand is más biológiai hatással bír, mint 
a szolubilis forma [153, 404]. Ugyan kísérleti rendszerünkben nem találtunk arra utaló 
jelet, hogy a TNF membránhoz kötött, EVk felszínén jelenlévő formája állna a 
megfigyelt változások mögött, a TNF receptorainak vagy más TNF-kötő fehérjéknek a 
szerepét nem zárhatjuk ki. 
Annál inkább sem, mert az EVk felszínén számos olyan fehérje van jelen, ami a 
TNF fehérjével interakcióba léphet, ily módon az EVk „szolubilis” TNF receptorként 
modulálhatnák a TNF hatását [153]. Az immunrendszer működéséhez hozzátartozik a 
„feleslegessé vált” TNF receptorok EVk segítségével történő eltávolítása a sejtfelszínről 
[469]. A TNF receptorok és –kötőfehérjék szerepével kapcsolatban arról sem szabad 
megfeledkezni, hogy TNF nemcsak ligand, hanem a receptorokhoz hasonlóan képes 
intracelluláris jelátviteli útvonalakat elindítani retrográd módon [402, 406], ez pedig 
interferálhat az anterográd útvonallal. 
Végül a TNF útvonal és az EVk lehetséges interakciójára vonatkozóan érdekes 
adalékkal szolgál az a megfigyelés, miszerint influenza virionok és TNF esetében is 
szinergisztikus hatást figyeltek meg az NFκB útvonal aktiválásához kapcsolódóan. 
Amennyiben azt is figyelembe vesszük, hogy az EVk kötődése és a vírusfertőzés között 
számos hasonlóság fedezhető fel, egyértelmű az analógia a kísérleteink során 
megfigyeltekkel. Kérdés marad azonban, hogy ez a kölcsönhatás vajon a citokinek 
élettani hatásainak szabályozásában fontos elsődlegesen, és csak az analógia miatt 




5.4.4 Az EVk jelenlétében létrejövő változásokért felelőssé tehető miRNS molekulák 
A génexpresszió globális változásainak elemzése során EVk jelenlétében a TNF-
el összehasonlítva igen sok (mintegy 39) gén kifejeződésének csökkenését figyeltük 
meg, ami arra is utalhat, hogy az EVk RNS-tartalma tehető felelőssé a kimutatott 
hatásokért. Az EVk közül az exoszómák ugyanis jól ismert módon képesek sejtek 
között RNS molekulák átvitelét közvetíteni [23], és ez a funkció nagy valószínűséggel a 
MVk esetében is jelen van [470]. Az is jól ismert, hogy a miRNS-ek nagyon fontos 
szerepet játszanak az immunrendszer működésének szabályozásában – elsősorban a 
célgének működésének gátlása révén [471]. 
Az IL-8 kitüntetett szerepe alapján pedig párhuzam vonható kísérleti 
rendszerünk és Baj-Krzyworzeka és munkatársai megfigyelései között [32]. Ebben a 
kísérleti rendszerben ráadásul nem is feltétlenül miRNS molekulák, hanem magának a 
mRNS molekulának a szerepe merült fel. Leírták ugyanis, hogy a tumoros sejtekből 
származó MVk tartalmazzák az IL-8 fehérjét kódoló mRNS molekulát, és talán éppen 
erről íródik át a recipiens monocita sejtek által többletként termelt fehérje. Az IL-8 
mellett továbbá más kemokinek (pl CCL2, CCL3, CCL4 és CCL5) termelése is 
fokozódik. Árnyalja azonban a képet, hogy ebben az esetben sem zárható ki teljes 
biztonsággal a miRNS molekulák szerepe, valamint hogy magát az IL-8 fehérjét is 
sikerült kimutatni az EVk preparátumában ugyanebben a kísérleti rendszerben. 
Elemzésünk során ugyan nem sikerült teljes biztonsággal azonosítani olyan 
miRNS molekulákat, amelyek felelőssé tehetőek az EVk jelenlétében megfigyelt 
génexpressziós változásokért, azonban ez nem zárja ki szerepüket. Az elemzésünk 
alapján leginkább releváns néhány miRNS molekulát ugyan nem találjuk az EVk által 
eddigiekben kísérletesen megerősített módon szállított entitások között, azonban az 
EVk heterogenitása alapján teljességgel elképzelhető, hogy az általunk vizsgált sejttípus 
adott körülményekre adott válaszához ilyen tartalmú EVk kibocsátása társul. A hsa-
miR-3676-3p, hsa-miR-1287-3p, hsa-miR-431-3p, hsa-miR-147b, hsa-miR-6829-5p és 
hsa-miR-3620-5p miRNS molekulák kimutatása a CCRF sejtvonal felülúszójából izolált 




5.4.5 Az EVk jelenlétében létrejövő változások hasonlósága az oxidált foszfolipidek 
esetében megfigyelt hatással 
Az EVk belsejében található fehérjéken és RNS-eken kívül a lipidmembrán 
felszínén jelenlévő ligandok (fehérjék, szénhidrátok és lipidek egyaránt) szerepe szintén 
nem zárható ki. Ennek kapcsán különösen érdekes a GSEA elemzés azon eredménye, 
miszerint az EVk jelenlétében az U937 humán monocita sejtvonalon megfigyelt 
génexpressziós változások nagy hasonlóságot mutattak azokkal a változásokkal, 
amelyek oxidált foszfolipidek jelenlétében következtek be endotél sejteken [449]. 
Szintén az oxidált foszfolipidek felismerésében játszik fontos szerepet scavenger 
receptorként [472] az a CD36, melynek átíródását kvantitatív, valósidejű PCR 
segítségével emelkedettnek találtuk EVk – és különösen MVk – jelenlétében. A CD36 
képes oxidált foszfatidil-szerinhez is kötődni, amely révén az apoptotikus testek 
felvételét is elősegíti [473]. Sőt, egy másik közlemény szerint az EVk felvételében is 
szerepe van [474]. Az a megfigyelés, hogy az EVk hatására fokozódik egy olyan gén 
átíródása, amelynek fehérjeterméke az EVk recipiens sejtekhez való kötődését is 
elősegíti, akár pozitív visszacsatolási kör jelenlétére is utalhat. 
Ennek az eredménynek a jelentőségét minden bizonnyal csak évek múltán lehet 
megítélni, hiszen az EVk miRNS- és fehérjetartalmához képest igen keveset tudunk 
azok lipid-összetételéről és a lipidek biológiai hatásáról. Ennek vizsgálatával egy 
teljesen új kutatási irány nyílhat meg az EV-biológiában [475], mint ahogyan az EVk 
posztranszlációs módosulásainak – többek között oxidációjának – is nagy biológiai 





6.1 A CRRF sejtvonal felülúszójában található EVk és citokinek 
I.a. A CCRF humán T-sejtes sejtvonal felülúszójában 24 óra elteltével 
megtalálhatók EVk, amelyek felszínén Annexin V, CD63, CD71 és CD33 felszíni 
markerek voltak kimutathatók, míg CD5 és CD9 nem. A felülúszó 
ultracentirfugálásával nyerhető üledék elektronmikroszkópos vizsgálatával kettős 
foszfolipidmembránnal határolt struktúrákat sikerült kimutatni. Az EVk modális mérete 
350 nm körüli értéknek adódott, ami alapján kijelenthetjük, hogy a nyugvó CCRF 
humán T-sejtes sejtvonal felülúszójában elsősorban MVk találhatók. 
I.b. A kísérleti rendszerünkben felhasznált kontroll felülúszó valóban 
elhanyagolható mennyiségű EV-t tartalmazott. Az ebből a preparátumból 
ultracentrifugálással nyert üledékben sem elektronmikroszkóppal, sem pedig Coulter-
elven történő részecskeszámlálással nem sikerült EVk jelenlétét kimutatni. 
I.c. A CCRF humán T-sejtes sejtvonal felülúszójában 10 pg/ml nagyságrendben 
található TNF, amely elhanyagolható az általunk alkalmazott rekombináns citokin 
koncentrációjához képest. Az izolált MVk ennél jóval kisebb menyiségben tartalmaztak 
TNF citokint. 
6.2 Az EVk és TNF jelenlétésben megfigyelt génexpressziós változások 
II.a. A CCRF humán T-sejtes sejtvonal által kibocsátott EVk és TNF együttes 
jelenléte hatására egyes kemokinek, mint például az IL-8 kifejeződése jobban fokozódik, 
mint a TNF egyedüli jelenléte mellett az U937 humán monocita sejtvonal sejtjein. Az 
EVk hatására legalább olyan jelentős a globális génátíródás csökkenése, mint annak 
növekedése, amelynek hátterében miRNS molekulák szerepe is felmerülhet.  
II.b. Összességében elmondható, hogy az EVk jelenléte ellensúlyozza a TNF 
egyes hatásait, míg másokat potencíroz. A TNF igen markáns hatása mellett 
azonosíthatók olyan géncsoportok is, amelyek expressziója elsősorban EVk jelenlétében 
változik meg. Az EVk hatására jellemzően csökkent génkifejeződést láttunk, azonban a 
két tényező (EVk és TNF) együttes jelenléte mellett számos gén kifejeződésének 
növekedése is megfigyelhető – méghozzá nagyobb mértékben, mint külön-külön. Ez 




a TNF hatása egymást segíti. Más esetekben pedig az EVk jelenléte tompítja a TNF 
hatását a gyulladásos folyamatok korlátozásának irányába hatva. A funkcionális 
géncsoportok kifejeződésének vizsgálata során legjelentősebbnek az IL-8, a CCL2, a 
CXCL2, a CD36, a CD82, az ICAM1, az NPC1, a MMP9, a CNR2 és az SMPD3 gének 
átíródásában bekövetkező változásokat tartottuk.  
II.c. Ezeknek a géneknek a kifejeződését qRT-PCR módszerrel vizsgálva 
megerősítettük, az EVk jelenlétében statisztikailag szignifikáns mértékben növekedett 
az SMPD3 kifejeződése a kontrollhoz képest, míg a CD36 és a CNR2 kifejeződése a 
TNF jelenlétéhez képest nőtt jelentős mértékben. Az IL-8, a CCL2, a CD82, az ICAM1 
és az NPC1 gének átíródását az EVk és TNF együttes jelenléte nagyobb mértékben 
fokozza, mint a két tényező külön-külön. Ezt a jelenséget az IL-8 esetében a 
fehérjetermék szintjén is sikerült kimutatni ELISA módszerrel. 
II.d. Amikor az EVk egyes típusait külön-külön vizsgáltuk, szintén sikerült 
kölcsönhatást kimutatni az EVK és a TNF hatása között az IL-8 esetében. A CCRF 
humán T-sejtes sejtvonal felülúszójából izolált MVk és TNF együttes jelenlétének 
hatására az IL-8 kifejeződése ugyanis szignifikáns mértékben jobban fokozódik, mint a 
TNF vagy a MVk egyedüli jelenléte mellett az U937 humán monocita sejtvonal sejtjein. 
6.3 Az EVk jelenléte által feltételezhetően befolyásolt biológiai folyamatok 
II.a. A GO PANTHER elmezése alapján nem sikerült ugyan olyan, 
funkcionálisan összetartozó géncsoportokat azonosítani, amelyek kifejeződése 
szignifikáns mértékben megváltozott volna, ugyanakkor fontos leszögezni, hogy 
elsősorban a jelátvitellel, szabályozással és metabolizmussal kapcsolatos gének 
érintettségét láttuk. Az EVk jelenlétében megfigyelt átlagos relatív génexpressziós 
értékeket a Reactome adatbázis fogalmi hálózatára vetítve leginkáb a FGFR1, a WNT 
(csökkenés) és az ERK (növekedés) jalátviteli útvonalak érintettsége merült fel. A 
metabolikus útvonalak közül pedig elsősorban a foszfolipidek metabolizmusához 
kötődik génkifejeződésbeli változás. A szignifikáns változást mutató gének között a 
GeneMania eredményei alapján legjelentősebb közös tulajdonság a citokróm P450, 






III.b. A GSEA módszer segítségével sikerült azonosítani számos olyan biológiai 
folyamatot és funkciót, amelyek statisztikailag szignifikáns mértékben megváltozott 
kifejeződést mutatnak. Kiemelkedik ezek közül a gyulladásos válasz, a JAK/STAT és 
az NFκB kaszkádok érintettsége EVk jelenlétében. Amennyiben a két tényező együttes 
hatását a TNF egyedi hatásához hasonlítottuk GSEA módszer segítségével, szintén az 
NFκB kaszkád, a sejtfelszíni receptorok, valamint a glikozilációban résztvevő enzimek 
érintettsége igazolódott. Ezeknek a csoportoknak a génkifejeződés szempontjából 
központi szerepet játszó tagjai többek között a CXCL10, a CCL2, a CCL2, az IL8 és a 
GPR68 gének voltak. 
III.c. Az IL-8 termelésének fokozódásával és a kemokinek GSEA által 
kimutatott kiemelt jelentőségével összhangban áll az az eredmény is, hogy a TNF és a 
CCRF sejtvonal által kibocsátott MVk jelenlétében tenyésztett U937 sejtek 
kemoattraktáns képessége felülmúlja a két tényező egyedi jelenlétében megfigyelhető 
mértéket. A kontrollhoz képest statisztikailag szignifikáns változást csak ebben az 
esetben sikerült kimutatnunk. 
6.4 Az EVk és MVk TNF jelátvitel szempontjából vélhetően releváns 
tulajdonságainak felderítése 
IV.a. A MVk preparátumához rekombináns citokint adva, majd az oldatban 
maradt citokint eltávolítva nem találtunk arra utaló adatot, hogy vezikuláink felszínére 
TNF kötődött volna, és ez okozta volna az EVk jelenlétében megfigyelt változásokat. 
IV.b. A szakirodalom elemzése alapján valószínűsíthetően MVk 
preparátumaiból kimutatott fehérjék között több mint száz olyan fehérjék sikerült 
összesíteni, amelyek több vizsgálat adatai alapján is kimutathatók voltak MVk 
preparátumaiban. Ezen fehérjék túlnyomó többsége szerepel az EVpedia által 
nyilvántartott legjelentősebb 500 fehérje között. Mindkét proteom nagy arányban 
tartalmaz vírusfertőzéshez és a vírusok életciklusához köthető fehérjéket. Sem az 
EVpedia által nyilvántartott legjelentősebb 500 fehérje, sem a MVk fehérjekészletéről 
általunk összeállított konszenzus lista, sem pedig az aktivált CCRF humán sejtvonal 
által kibocsátott MVk fehérjéit kódoló gének expressziójában nem találtunk viszont 





IV.c. Az EVk és az EVk által szállított fehérjék génregulációs kapcsolatait a 
TRRUST és a RegNetwork adatbázisok adatai alapján felvázolva azonosítható néhány 
olyan transzkripciós faktor, amelyek által szabályozott gének kifejeződésében átlagosan 
igen nagy változás következik be EVk jelenlétében. Ilyen vezikuláris fehérjék a 
TSG101, az enoláz, és a Ku autoantigén komplex tagjai, amelyek feltételezett 
génregulációs aktivitása biológiai jelentőségének felméréséhez további kísérletek 
szükségesek. Amennyiben a Reactome adatbázis alapján gátló és stimuláló, a 
vezikuláris fehérjék és a kísérleti eredményeink alapján felállított funkcionális 
csoportok tagjai között kialakuló fehérje-fehérje kölcsönhatások arányát vesszük 
figyelembe, felmerül a TNF 1-es és 2-es típusú receptorairól induló jelátvitelre 
gyakorolt várható hatások közötti különbség szerepe. 
A TNF jelátviteli útvonalának KEGG adatbázisban nyilvántartott tagjai közül 
többre is hatnak az EVpedia szerint az EVk által bizonyítottan szállított miRNS 
molekulák. Közülük több olyat is találtunk, amelyekhez köthető génexpressziós 
mintázatot az EVk jelenlétében mért adatok között is sikerült azonosítanunk mind a 
GSEA módszer, mind a miRWalk szolgáltalás segítségével. Azonban az ilyen módon 
azonosított miRNS molekulák által szabályozott összes gén átlagos kifejeződésében 
nem sikerült a várható mértékű csökkenést kimutatni. A legnagyobb mértékű átlagos 
csökkenést mutató hsa-miR-3676-3p, hsa-miR-1287-3p, hsa-miR-431-3p, hsa-miR-
147b, hsa-miR-6829-5p és hsa-miR-3620-5p miRNS molekulák pedig nem szerepelnek 
az EVpedia nyilvántartásában. 
A fehérjék és a miRNS molekulák szerepe mellett egy harmadik tényező 
jelentőségére hívja fel a figyelmet az EVk jelenlétében megfigyelt génexpressziós 
mintázatok GSEA módszerrel elvégzett elemzése. Az ugyanis, hogy igen erős 
hasonlóságot találunk az oxidált foszfolipidek jelenlétében mások által megfigyelt 
változásokkal, azt a lehetőséget is felveti, hogy az EVk hatásainak egy részéért az 
általuk szállított lipidtermészetű mediátorok, vagy akár az EVk poszttranszlációs 





Az extracelluláris vezikulák (EVk) apró (néhány 100 nm átmérőjű), kettős lipid 
membránnal határolt struktúrák, melyek fontos szerepet töltenek be a sejtek közötti 
kommunikációban. A legkülönfélébb testfolyadékokban fellelhető EVk ugyanabban az 
extracelluláris térben helyezkednek el, ahol az oldott állapotú jelátvivő anyagok 
(például hormonok, citokinek). A szakirodalomban alkalmazott kísérleti rendszerek 
ennek ellenére jellemzően csak az egyik vagy másik tényező elkülönített hatásának 
kimutatását célozzák. Munkacsoportunk az elsők között vizsgált olyan kísérleti 
rendszert, amelyben az EVk és citokinek együttes hatását is ki lehet mutatni azt 
feltételezve, hogy a két tényező együttes hatása eltér az egyedi hatások összegétől. 
Feltevésünk helyességének ellenőrzésére U937 humán monocita sejteket 
tenyésztettünk CCRF akut limfoblasztos leukémiás sejtvonal által termelt EVk 
jelenlétében rekombináns humán TNF citokin hozzáadásával, illetve a citokin 
hozzáadása nélkül. A megfigyelt globális változásokat az egyedi gének szintjén és a 
felülúszóban általunk kimutatott egyes EV típusok elkülönített alkalmazásával is 
megerősítettük. A mért változások hátterében feltételezhető vezikuláris összetevőket az 
EVk fehérje- és miRNS-tartalmának in silico elemzése révén igyekeztünk feltárni. 
Eredményeink alapján az EVk önmagukban is számos, gyulladással és 
jelátvitellel kapcsolatos gén kifejeződését szabályozták, a TNF citokinnel pedig részben 
additív, részben antagonisztikus kölcsönhatást mutattak. Többszörösen megerősítettük a 
kölcsönhatás tényét az IL-8 esetében (gén és fehérjetermék szintjén, valamint 
funkcionális szempontból egyaránt). Az EVk összetevőinek elemzése során a TNF 
receptorok, a CREB fehérjecsalád, az enoláz és a Ku autoantigén, valamint számos 
miRNS molekula és az EVk foszfolipid membránjának szerepe is felmerült, ezek valós 
jelentőségének igazolása azonban további in vitro vizsgálatokat igényel. 
Az EVk és egy modell citokin, a TNF hatása között munkánk során kimutatott 
kölcsönhatás felhívja a figyelmet arra, hogy a citokinek hatásának (és klinikai 
jelentőségének) értékelésekor nem hanyagolható el az extracelluláris kompartmentben 





Extracellular vesicles (EVs) are small (with a diameter of few 100 nm), 
membrane-surrounded structures of fundamental importance in intercellular 
communication. They can be found in various bodily fluids, in the same extracellular 
compartment, where soluble mediators (e.g. hormones and cytokines) can also be found. 
Despite of the many shared features predisposing for interference, the typical 
experimental setup dedicated to the investigation of one factor ignores the possible 
impact of the other on the results. 
Our research group was among the first ones to recognize this problem and in an 
attempt to clarify the nature of interaction between cytokines and EVs, set out to study 
the global changes in gene expression of U937 monocytic cells in the simultaneous 
presence of CCRF T cell EVs and recombinant TNF. The observed changes were 
confirmed on the level of individual genes and gene products, as well as regarding 
isolated popolations of EVs. Those components of EVs that can possibly be responsible 
for the resulting gene expression patterns, were identified in silico. 
Based on results of our study, EVs regulated many genes related to inflammation 
and signal transduction. In the simultaneous presence of EVs and TNF, an additive 
interaction can be observed in case of some genes, while an antagonism in case of 
others. The existence of an interaction has been confirmed multiple times (based on the 
level of gene expression, protein secretion and function) regarding IL-8. According to in 
silico analysis of EV components, TNF receptors, CREB proteins, enolase and the Ku 
autoantigen, as well as numerous miRNAs and phospholipids of the EV membrane 
might simultaneously exert a complex effect on recipient cells that results in the 
interaction. Individual effects however, have yet to be determined in vitro. 
Our results provide evidence for an interaction between a model cytokine (TNF) 
and EVs physiologically present in the same extracellular compartment. Given this 
interaction, the role of EVs should not be ignored when evaluating the effects (and 
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